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Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille de 
protéines transmembranaires et régulent une panoplie de processus physiologiques. La 
densité de récepteurs exprimés à la surface d'une cellule dicte l’intensité de la réponse 
cellulaire suite à l’activation par un ligand. Un débalancement dans les niveaux 
d’expressions protéiques est la cause de plusieurs pathologies. C’est pourquoi il est d’une 
importance capitale de comprendre les mécanismes qui régissent les niveaux 
d’expressions totaux et membranaires des RCPG. Dans un premier temps, nos travaux ont 
permis de caractériser la dynamique d’internalisation et de recyclage du récepteur CRTH2. 
Nous avons identifié les domaines qui sont impliqués dans la régulation du trafic du 
récepteur. Des essais d’expression de surface ont révélé les cibles majeures des GRK2, 
GRK5, de la PKC et de l’arrestine-3 pour l’internalisation de CRTH2 suite à une stimulation 
du récepteur. De plus, nous rapportons la présence d’un motif de recyclage interne de 
type PDZ dans la queue cytoplasmique de CRTH2. Avant de se rendre à la membrane 
plasmique, les RCPG doivent être synthétisés au réticulum endoplasmique (RE), subir des 
étapes de maturation au Golgi et être transportés à la membrane plasmique. Les 
évènements coordonnant ces processus sont encore très peu étudiés. La dernière partie 
de nos travaux a permis d’élucider différents mécanismes régulant le contrôle qualité des 
RCPG à un stade précoce de synthèse. Tout d’abord, une nouvelle stratégie de purification 
protéomique a été développée et validée dans le but d’identifier des nouveaux 
partenaires d’interaction des RCPG dans un contexte cellulaire. Les résultats des criblages 
ont montré une interaction entre le récepteur 2AR et l’ubiqutine ligase RNF5. Ceci a 
conduit à la découverte d’un nouveau mécanisme de contrôle qualité des RCPG faisant 
intervenir les protéines RNF5 et JAMP comme étant des composantes importantes d’un 
système de régulation qui module la stabilité des RCPG. En dernier lieu, une nouvelle 
protéine, ANKRD13A, régulerait l’expression des RCPG par un mécanisme encore inconnu. 
Des évidences nous permettent de croire que les protéines RNF5, JAMP et ANKRD13A 
feraient partie d’un complexe protéique régulant le contrôle qualité des RCPG au RE. 
Mots clés: GPCR, internalisation, CRTH2, contrôle qualité, RNF5, JAMP, ANKRD13A 
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1.1 Récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 
 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment la plus grande et diverse famille 
de protéines de signalisation. Ils sont le produit de 3 à 5% du génome humain 
comptabilisant plus de 800 membres (Gurevich et Gurevich, 2008; Holinstat et al., 2006). 
Les RCPG sont activés par une multitude de ligands comme les photons, ions, odeurs, 
acides aminés, acides gras, prostanoïdes, hormones et neurotransmetteurs (Kristiansen, 
2004; Millar et Newton, 2010). Par conséquent, les fonctions biologiques des RCPG sont 
très variées. Ils sont responsables de l’olfaction, la vision, la perception de la douleur, la 
sécrétion endocrine et exocrine, l’inflammation, les fonctions cardiaques, la 
neurotransmission (Ferguson et Caron, 1998; Freedman et Lefkowitz, 1996). Tous les 
RCPG sont localisés à la membrane plasmique et partagent une architecture commune 
composée de sept domaines transmembranaires reliés par trois boucles intracellulaires et 
extracellulaires.  
Le système de classification de Kolakowski divise les RCPG en six familles (Familles A à F) 
dont les trois premières contiennent la majorité des récepteurs humains connus (Luttrell, 
2008). Selon ce système, les RCPG sont classifiés selon le type de ligand qu’ils lient ou par 
leur similarité de séquence. Un autre système de classification, nommé GRAFS, partage les 
récepteurs en cinq familles différentes. La plus grande famille est celle de la rhodopsine et 
comprend plus de 600 membres, incluant près de 400 membres des récepteurs de 
l’odorat. Les quatre autres familles sont celles de la sécrétine (15 membres), adhésion (33 
membres), glutamate (22 membres) et frizzled/taste (36 membres)(Millar et Newton, 
2010).  
L’introduction de cette thèse est divisée en quatre grands thèmes. Ces divisions reflètent 
le parcours intracellulaire des RCPG, du début jusqu’à leur dégradation. La première partie 
relate les évènements de synthèse, de maturation et de transport à la membrane 
plasmique. La seconde partie couvre les évènements de signalisation suite à une 
14 
 
stimulation par un agoniste et la troisième partie traite des processus d’inactivation des 
RCPG. En dernier lieu, les RCPG à l’étude ainsi que les nouvelles protéines qui régulent 
leur activité seront décrites. 
 
1.2 Régulation dans le transport antérograde des RCPG 
  
Pendant la synthèse, mais aussi après celle-ci, les protéines membranaires subissent un 
processus continu de maturation avant d’être exprimées à la surface des cellules. Elles 
doivent être insérées correctement dans la membrane du RE, être repliées efficacement 
et être transportées du cis au trans-Golgi où des modifications supplémentaires auront 
lieu. Finalement, elles rejoignent la membrane plasmique dans un état natif et mature. 
Dans cette section, les étapes clés de ces mécanismes seront décrites. 
Comme plusieurs autres protéines membranaires, les RCPG sont synthétisés au RE. Les 
modifications post-traductionnelles comme la glycosylation, l’ubiquitination, 
l’oligomérisation, l’association aux chaperonnes et le repliement prennent place dans ce 
compartiment et sont nécessaires pour leur export. Le routage à travers le compartiment 
RE/Golgi (ERGIC; ER and Golgi intermediate compartment) et l’appareil de Golgi facilite 
leur maturation et le ciblage vers la membrane plasmique. Les trois compartiments sont 
connus pour être des sites de contrôle de qualité pour les protéines défectueuses (Conn et 
al., 2007). Ces systèmes de contrôle de qualité incluent des chaperonnes résidentes du RE, 
comme la calnexine, la calréticuline et des membres de la famille des protéines disulfide-
isomérases responsables de la formation des ponts disulfures (Williams, 2006). Des 
associations avec d’autres chaperonnes régulent le repliement et/ou le transport à travers 
le RE et le Golgi. Si le repliement protéique est défectueux, ces RCPG sont ciblés vers la 
dégradation par la voie du protéasome. Dans le cas contraire, les récepteurs se rendent à 




Figure 1  Sites associés avec la synthèse protéique 
Les protéines sont synthétisées dans le RE où leur qualité est évaluée. Leur repliement est 
facilité par l’interaction de la chaîne naissante avec des chaperonnes moléculaires. Les 
protéines mal repliées ou mal assemblées sont retenues dans le RE et exposées aux 
chaperonnes résidentes pour permettre leur repliement. Éventuellement, les produits 
défectueux sont transloqués au cytoplasme pour la dégradation protéasomale après la 
dissociation des chaperonnes moléculaires. Sinon, les protéines défectueuses peuvent 
être exportées et retenues par l’appareil de Golgi, rétrotransloquées au RE où des cycles 
de repliement sont tentés de nouveau, ou dirigées aux lysosomes pour dégradation. Les 
produits matures sont transportés à leur destination finale, la membrane plasmique (MP). 
Adapté de Conn et al., Pharmacol Rev, 2007 
 
1.2.1 Synthèse des RCPG 
 
Les protéines transmembranaires ont des rôles essentiels dans la cellule et comptent pour 
presque 25% de toutes les protéines chez la plupart des organismes (Wallin et von Heijne, 
1998). Le ciblage et l’insertion de la plupart des protéines transmembranaires chez les 
cellules eucaryotes se font de manière cotraductionelle. En effet, la synthèse protéique et 
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l’intégration dans la membrane du RE sont des évènements couplés. Tout d’abord, le 
ciblage du complexe ribosome-chaîne peptidique naissante à la membrane du RE dépend 
du SRP (signal recognition particle) et de son interaction avec le récepteur SRP localisé en 
proximité du translocon (Egea et al., 2005). Le translocon est un complexe multi-protéique 
qui facilite l’insertion de protéines transmembranaires dans la bi-couche lipidique du RE 
(Johnson et van Waes, 1999) et la translocation de protéines solubles (sécrétées) dans le 
lumen du RE (Rapoport, 2008). Pendant l’insertion, les protéines naissantes doivent 
adopter une orientation correcte dans la bicouche, subir des modifications covalentes (N-
glycosylation, O-glycosylation, ubiquitination), se replier proprement et interagir avec des 
protéines résidentes du RE, comme des chaperonnes, pour éventuellement adopter leur 
configuration native (Martinez-Gil et al., 2011). 
 
1.2.2 Repliement des RCPG au RE 
 
Pendant ou immédiatement après leur importation dans le RE, la plupart des protéines 
sécrétées et transmembranaires sont modifiées de manières covalentes par l’attachement 
d’une structure complexe, le glycan. Celui-ci facilite la maturation structurale des 
polypeptides. Les glycans sont sujets à des modifications dynamiques de clivage et 
d’élongation et servent d’adaptateur pour l’association de chaperonnes de type lectine. 
Dans l’environnement oxydatif du RE, les protéines oxido-réductases établissent des ponts 
disulfures entre les groupements thiols de résidus cystéine pairées des polypeptides 
nouvellement synthétisés. L’efficacité du repliement nécessite souvent plusieurs 
remaniements des ponts disulfures par des cycles répétés de réduction et d’oxydation. 
Finalement, la liaison de chaperonnes de type Hsp70 et Hsp90 préviennent l’agrégation de 
polypeptides en les protégeant des régions hydrophobes qui les entourent et supportent 
la maturation des protéines. Un système de contrôle de qualité aide à la dégradation des 
polypeptides en retenant les protéines non-natives dans le RE. Ainsi, il y a prévention 




1.2.2.1 Chaperonnes du lumen du RE 
 
Les interactions des chaperonnes avec les RCPG jouent un rôle crucial dans le contrôle de 
qualité et la dégradation des récepteurs synthétisés. Ces interactions modulent la 
disponibilité des récepteurs fonctionnels à la membrane plasmique. En effet, le plus grand 
groupe de protéines qui interagissent avec les RCPG et qui régulent leur routage sont les 
protéines chaperonnnes résidentes du RE (Dong et al., 2007). Les chaperonnes du RE les 
mieux caractérisées pour s’associer aux RCPG sont la calnexine, la calréticuline et BiP 
(Kleizen et Braakman, 2004; Williams, 2006). Ces chaperonnes semblent avoir une 
fonction double pour les RCPG par la promotion du repliement de récepteurs immatures, 
mais aussi en prévenant le transport de protéines non-repliées à partir du RE vers le Golgi. 
Des concentrations élevées d’ions calcium et les conditions oxydantes du RE créent un 
environnement qui est topologiquement équivalent au milieu extracellulaire. Le RE 
contient une quantité importante de chaperonnes qui ont pour fonctions de prévenir 
l’agrégation, de faciliter la maturation protéique et de retenir les protéines dans un 
microenvironnement adéquat pour leur repliement (Hebert et Molinari, 2007). Les 
chaperonnes classiques sont regroupées en plusieurs sous-familles : les Hsps (HSP; heat 
shock protein) de 40, 50, 60, 70, 90 et 100 kDa. Le lumen du RE ne contient aucun membre 
de la famille des Hsp60 (chaperonines). Toutefois, le RE possède un membre de la famille 
des Hsp70, Bip/Grp78 (glucose-related protein of 78 kDa) (128) ainsi que des cofacteurs de 
BiP de la famille des Hsp40 (ERdj1 à 5) (Shen et Hendershot, 2005). Les familles Hsp90 et 
Hsp100 sont aussi représentées par un seul membre, soit GRP94 (Lee, 2001) et TorsinA 
(Breakefield et al., 2001), respectivement (Tableau 1). Les membres cytosoliques des 
familles des Hsp sont induits transcriptionnellement suite à un stress thermique alors que 
les membres résidents du RE ne le sont pas. Cependant, leur synthèse est fortement 
augmentée sous des conditions de surcharge, de privation en glucose ou par un 
débalancement des conditions calciques (Lee, 2001). 
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Tableau 1  Chaperonnes moléculaires dans le réticulum endoplasmique 
 
Tableau illustrant les familles de chaperonnes moléculaires, les protéines ainsi que leurs 
fonctions associées. Adapté de Hebert et Molinari, Physol Rev, 2007. 
 
Une des premières étapes dans la maturation et le repliement des RCPG est l’ajout d’un 
sucre complexe sur le polypeptide en élongation (Figure 2). Les N-glycans sont ajoutés aux 
protéines en bloc dans le lumen du RE. Ils sont composés de trois glucoses, neuf 
mannoses et deux N-acétylglucosamines (Glc3Man9GlcNAc2). L’incorporation du glycan se 
fait sur un résidu asparagine (Asn, N) de la séquence consensus N-X-S/T (X étant n’importe 
quel résidu d’acide aminé sauf la proline et Ser/Thr étant un résidu sérine ou une 
thréonine) (Wheatley et Hawtin, 1999). Cette étape se fait de manière co-traductionelle 
par la OST (oligosaccharyl transferase). Le premier glucose est rapidement éliminé par la 
glucosidase I. Ensuite, le second glucose est immédiatement clivé par la glucosidase II. Le 
glycan mono-glucosylé généré permet la liaison de la glycoprotéine aux lectines calnexines 
et calréticulines. Ces dernières séquestrent la protéine naissante ou nouvellement 
synthétisée et servent de chaperonne moléculaire. Ainsi, elle prévient l’agrégation et la 
sortie d’une protéine mal repliée du RE. Aussi, ces lectines peuvent protéger les 
intermédiaires de repliement contre la dégradation prématurée. Ensuite, la glycoprotéine 
est exposée à ERp57/GRP58 (glucose-related protein of 58 kDa), une oxido-réductase 
thiol-sulfure qui fournit l’assistance nécessaire pour la formation des ponts disulfures. 
Finalement, la glucosidase II retire le dernier glucose ce qui permet la dissociation de la 
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glycoprotéine de la calnexine et la calréticuline. La protéine fait maintenant face à trois 
destinées. 1) si elle est bien repliée et convenablement oligomérisée, elle quitte le RE et 
est transportée au complexe golgien ou le N-glycan sera sujet à des modifications 
supplémentaires. 2) si le repliement est incomplet, le glycan est reglucosylé par la UGGT 
(UDP-Glc : glycoprotein glucosyltransferase) pour permettre un autre cycle de liaison avec 
le duo de lectines. 3) si la protéine est incapable de se replier dans sa conformation native, 
il y a clivage d’un mannose par l’action de la RE mannosidase I ce qui lui permet d’être 
dégradé par le système de dégradation associé au RE (ERAD)(Helenius et Aebi, 2004).  
 
Figure 2  N-glycosilaton des protéines dans le RE 
Le glycan est ajouté sur un résidu asparagine (Asn) sur les protéines contenant la 
séquence consensus Asn-X-Ser/Thr. Le glycan est ajouté en bloc via le dolichol phosphate. 
Peu de temps après l’ajout de l’oligosaccahride, le retrait des monosaccharides (M) 
commence avec la glucosidase I qui retire le premier glucose distal (G) et la glucosidase II 
élimine les 2 glucoses restants. Le glycan monoglucosylé interagit avec la calnexine et la 
calréticuline. Un glucose peut être ajouté sur la structure de mannose (M) par l’action de 
la UGGT. Une telle reglucosylation stimule la réassociation avec les chaperonnes. Adapté 





Plusieurs études ont montré l’interaction de la calnexine et de la calréticuline avec 
différents RCPG comme AT1R (angiotensin II type 1 receptor), V2R (vasopressin subtype 2 
receptor), V3R (vasopressin subtype 3 receptor), le récepteur à l’hormone luéotrope (LHR; 
luteinizing hormone receptor), le récepteur à l’hormone foliculostimulante (FSHR; follicle-
stimulating hormone receptor), le récepteur à la thyréolibérine (TSHR; thyrotropin-
releasing hormone receptor) et le récepteur odorant de la souris mI7 (Apaja et al., 2006; 
Lanctot et al., 2006; Mizrachi et Segaloff, 2004; Morello et al., 2001; Robert et al., 2005; 
Siffroi-Fernandez et al., 2002b). La calnexine et la calréticuline sont des chaperonnes de 
type lectine qui reconnaissent et lient les intermédiaires précoces d’oligosaccharide sur la 
glycoprotéine en repliement. Ceci facilite le repliement et la maturation de glycoprotéines 
via leur N-glycan. Cependant, la N-glycosilation des RCPG n’est pas le seul déterminant 
pour leurs interactions avec les chaperonnes puisque certains mutants de récepteurs qui 
ne sont pas glycosylés ont une expression normale à la surface cellulaire. 
BiP (ou Grp78) est référée comme étant le régulateur central du RE (Hendershot, 2004). 
Plusieurs fonctions lui sont associées. Elle maintient la perméabilité de la barrière du RE 
en scellant, du côté luminal, les translocons inactifs (Alder et al., 2005), facilite la 
translocation des chaînes naissantes dans le lumen du RE (Matlack et al., 1999), participe 
au repliement et à l’oligomérisation (Haas et Wabl, 1983), régule l’agrégation de 
polypeptides non-natifs (Puig et Gilbert, 1994), contribue à l’homéostasie du calcium 
(Lievremont et al., 1997) et à la retranslocation des protéines mal-repliées à travers la 
membrane du RE pour les processus du ERAD (Cabral et al., 2002). BiP protège les 
protéines immatures de l’agrégation en se liant librement aux régions hydrophobes des 
polypeptides avec une affinité relativement faible (1-100 mM) (Hebert et Molinari, 2007). 
BiP est connue pour interagir avec plusieurs RCPG comme AT1R, la rhodopsine, LHR et 
TSHR (Anukanth et Khorana, 1994; Lanctot et al., 2005; Mizrachi et Segaloff, 2004; Siffroi-
Fernandez et al., 2002a). De plus, une autre protéine de la famille de choc thermique, 
Grp94, est connue pour interagir avec certains RCPG comme le LHR et des mutants de la 
rhodopsine (Anukanth et Khorana, 1994; Mizrachi et Segaloff, 2004). Tous ces éléments 
indiquent que ces chaperonnes peuvent faciliter le repliement ou la dégradation des RCPG 
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au RE. Aussi, certaines chaperonnes peuvent jouer un double rôle dépendamment de la 
nature du substrat (Brodsky, 2007).  
 
1.2.2.2 Chaperonnes cytosoliques du RE 
 
Plusieurs évidences citées dans la litérature proposent que certains partenaires 
d’interaction des RCPG ont des fonctions de chaperonnes moléculaires. Par exemple, la 
protéine Nina A chez la drosophile est essentielle pour l’expression de la rhodopsine 
(Baker et al., 1994; Stamnes et al., 1991). En plus des protéines accessoires spécifiques qui 
facilitent la maturation des RCPG, d’autres chaperonnes peuvent moduler leur repliement, 
leur routage ou leur dégradation. Les protéines de type Hsp70 sont impliquées dans la 
promotion de l’expression à la membrane plasmique des RCPG. Par exemple, 
Hsc70t/HspA1L (testis enriched HSP70 variant) augmente le transport et l’expression à la 
membrane plasmique de certains récepteurs à l’odorat (Neuhaus et al., 2006), alors que 
Hsc70 est connue pour s’associer aux domaines cytoplasmiques des récepteur AT1 non-
glycosylés (Lanctot et al., 2006). De plus, une des cochaperonne de Hsp70, HSJ1b, interagit 
avec la rhodopsine et l’empêche de transiter du RE vers le Golgi affectant ainsi son 
expression membranaire (Chapple et Cheetham, 2003). Une autre protéine de la famille 
des DnaJ, DnaJB4 (DnaJ homolog subfamily B member 4), s’associe au récepteur -opioïde 
via son extrémité C-terminale (Ancevska-Taneva et al., 2006). Les rôles des Hsp70 
cytosoliques dans la maturation des RCPG suggèrent que ces chaperonnes ont une 
implication importante dans la destinée des protéines transmembranaires. 
 
1.2.3 Système de dégradation associé au RE (ERAD) 
 
L’ERAD est un système de contrôle de qualité du RE qui a pour fonction d’éliminer les 
protéines qui sont mal repliées ou non-assemblées. Le RE est la porte d’entrée principale 
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dans la voie de sécrétion. Les protéines sont transloquées dans le RE dans un état non-
natif. Leur repliement est assisté par plusieurs chaperonnes de part et d’autre de la 
membrane du RE. Cependant, la maturation des protéines est un processus imparfait 
produisant ainsi des polypeptides défectueux qui doivent être éradiqués (Meusser et al., 
2005). Approximativement 33% de toutes les protéines synthétisées sont dégradées de 
manière co-traductionnelle quelques minutes après leur synthèse (Hirsch et al., 2009). Les 
protéines qui ne sont pas dégradées correctement sont accumulées et peuvent former 
des agrégats. Ceci a pour conséquence de bouleverser l’homéostasie du RE et occasionner 
un stress défini comme étant un débalancement entre les protéines nouvellement 
synthétisées, leur dégradation ainsi que leur transport à travers la voie de sécrétion (Tsai 
et Weissman, 2011). Ceci menace les fonctions cellulaires et est lié à plusieurs pathologies 
comme la neurodégénérescence, le cancer et le diabète (Zhao et Ackerman, 2006).  
Les étapes clés de ce processus hautement régulé se font en quatre temps (Figure 3); 1) la 
reconnaissance du substrat réalisé par des chaperonnes; 2) la livraison et l’ubiquitination 
du substrat par une ou des ubiquitines ligases. Cette étape se produit à la face cytosolique 
du RE; 3) l’extraction du substrat de la membrane du RE; et 4) la dégradation par le 
protéasome (Hegde et Ploegh, 2010). Comme d’autres protéines à plusieurs passages 
transmembranaires, les RCPG sont sujets au contrôle de qualité du RE. Les récepteurs 
immatures sont détectés parce qu’ils peuvent exposer des régions hydrophobes, des 
résidus hydrophiles dans un domaine transmembranaire, des cystéines non-pairées et des 
glycans immatures (Illing et al., 2002). Cependant, très peu de données existent quant à 
l’implication de l’ERAD dans le contrôle de qualité des RCPG. Des études récentes ont 
montré que les récepteurs bradykinin de type 1 (B1R) (Ecker et al., 2006), le récepteur à 
l’hormone thyréotrope (TRHR) (Nagata et Hirai, 2003), le récepteur olfactif mOREG (Didier 
et al., 2003) ainsi que la rhodopsine (Illing et al., 2002) peuvent être ubiquitinés et 
dégradés durant leur processus de sortie. L’ERAD est un mécanisme essentiel par lequel il 




Figure 3  Dégradation protéique par le système ERAD 
1) Les protéines aberrantes sont reconnues au RE par différents mécanismes de contrôle 
de qualité qui escortent les polypeptides mal repliés au rétrotranslocon qui facilite leur 
export du RE. 2) Les résidus lysines cytoplasmiques sont exposés et ubiquitinés par les 
ubiquitines ligases. 3) La dislocation est complétée avec l’aide du complexe p97 et les 









Avant que les protéines défectueuses soient ubiquitinées et dégradées, elles doivent 
franchir la membrane du RE. Cette étape de transfert est nommée dislocation ou  
rétrotranslocation. Comment les protéines sont acheminées vers le cytosol est encore 
inconnu. Cependant, plusieurs mécanismes retiennent l’attention. Les protéines 
défectueuses passeraient via le translocon Sec61, d’une manière qui ressemblerait au 
processus d’import, mais de façon inverse (Pilon et al., 1997a; Scott et Schekman, 2008; 
Willer et al., 2008). Parmi les  autres processus proposés, on suggère l’action des Derlines. 
Elles font partie d’une famille de protéines membranaires du RE qui lient différents 
facteurs impliqués dans la sélection de substrat, l’ubiquitination et la rétrotranslocation 
(Lilley et Ploegh, 2004; Ye et al., 2004). Il a aussi été proposé que des E3 ubiquitines ligases 
transmembranaires puissent fonctionner comme protéines tunnel. En effet, Hrd1 et 
Doa10 chez la levure ainsi que gp78 chez les mammifères sont composés de 5 à 14 
domaines transmembranaires et sont associées à des protéines pour la rétrotranslocation 
(Ballar et al., 2006; Bays et al., 2001; Kreft et al., 2006). De plus, certaines E3 ubiquitines 
ligases pourraient former des oligomères, augmentant ainsi leur potentiel à former des 
canaux (Horn et al., 2009). 
Le passage des protéines aberrantes qui doivent passer de l’autre côté de la membrane du 
RE requiert une force motrice. L’énergie requise pour extraire le substrat de la membrane 
est fournie par l’activité ATPase de p97 (ou VCP; valosin-containing protein). Cette 
protéine forme des homo-hexamères et s’associe avec des cofacteurs pour mobiliser les 
protéines aberrantes de la membrane du RE. Les mécanismes moléculaires de ce 
processus ne sont pas encore élucidés (Hirsch et al., 2009). Une des hypothèses les plus en 
vogue est le modèle du molecular rachet (Zhang et al., 2000). Des cycles coordonnés 
d’hydrolyse d’ATP induiraient un changement de conformation dans le complexe et 




Lorsque les substrats sont polyubiquitinés et extraits de la membrane, ils sont acheminés 
au protéasome par l’action de transporteurs comme Rad23 (radiation sensitive 23) et Dsk2 
(dominant suppressor of Kar1) (Medicherla et al., 2004; Richly et al., 2005). Ces protéines 
adaptatrices possèdent un motif C-terminal UBA (ubiquitin-associated) qui lie les chaînes 
polyubiquitines de topologie lysine 48 et un domaine N-terminal UBL (ubiquitin-like) pour 
guider le substrat au protéasome. Celui-ci reconnaît les substrats polyubiquitinés par sa 
sous-unité Rpn10 (regulatory particle non-ATPase 10) (Deveraux et al., 1995) et Rpn13 
(regulatory particle non-ATPase 13) (Husnjak et al., 2008). Avant la dégradation 
protéasomale, des enzymes clivent les chaînes polyubiquitines du substrat et les 




Le stress au RE active une réponse spécifique qui entraîne une cascade d’évènements qui 
aide à protéger le RE contre ce stress. Ce mécanisme est connu sous le nom de réponse 
aux protéines non-repliées ou unfolded protein response (UPR). Chez les mammifères, 
l’UPR est initié par 3 senseurs transmembranaires du RE : Ire1 (inositol-requiring enzyme 
1), PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) et ATF6 (activating 
transcription factor 6). Ces senseurs sont aussi régulés par la chaperonne du RE, BiP. Suite 
à leur activation, des effecteurs en aval de Ire1, PERK et ATF6 augmentent la synthèse de 
chaperonnes moléculaires, d’enzymes requises pour la modification des protéines, des 
composantes nécessaires au transport et des enzymes biosynthétiques des lipides pour 
augmenter le volume et la surface du RE (Tsai et Weissman, 2011). Ainsi, le RE devient 
enrichi de facteurs qui favorisent le repliement des protéines. De plus, la synthèse 
protéique est ralentie. Si le système UPR ne réussit pas à rétablir l’homéostasie dans le RE, 




Figure 4  Voie de signalisation de l’UPR dans les cellules de mammifères 
 
Le système UPR est constitué de 3  protéines transmembranaires résidentes du RE qui 
détectent le niveau de stress et activent des voies de signalisation distinctes. La kinase 
PERK est activée par dimérisation et phosphorylation. Une fois activée, elle phosphoryle 
eIF2, résultant en une atténuation de la traduction. eIF2 phosphorylé augmente la 
traduction du facteur de transcription ATF4 qui induit l’expression des gènes cibles de 
l’UPR. L’activation d’IRE1 par dimérisation et phosphorylation entraîne l’épissage de 
l’ARNm de XBP1. La traduction de l’ARNm épissé de XBP1 produit un facteur de 
transcription qui régule à la hausse des gènes cibles via le promoteur ERSE. L’activation 
d’ATF6 implique une protéolyse intramembranaire. La protéine migre du RE vers le Golgi 
où elle est clivée pour relâcher un facteur de transcription de 50 kDa qui migre au noyau 
et lie le promoteur ERSE des gènes cibles de l’UPR. Les 3 protéines transmembranaires 
résidentes du RE détectent le stress par la liaison/relâche de Grp78 via leurs domaines 
intra-luminals respectifs. La protéine GADD34, une phosphatase régulée à la hausse par la 
voie PERK, déphosphoryle eIF2 pour rétablir la synthèse protéique. Adapté de Walter et 






Le protéasome 26S est une protéase multi-catalytique qui dégrade préférentiellement des 
polypeptides auxquels des séquences ubiquitines ont été attachées. Il est composé de 
deux parties: un cœur ‘20S’ ayant trois activités catalytiques et un chapeau ‘19S’ qui guide 
et régule l’entrée du substrat dans le cœur du protéasome (Goeckeler et Brodsky, 2010). 
Le complexe 20S est un barillet composé de quatre anneaux hétéro-heptamériques avec 
deux anneaux  centraux qui lui confèrent son activité peptidase et deux anneaux  
distaux qui forment la porte de la chambre du protéasome. Chacune des parties 
régulatrices 19S, formées d’une base et d’un chapeau, peut se lier aux extrémités du 
complexe 20S où il y a contact avec les anneaux  (Glickman et al., 1998). La portion 19S 
régule la performance catalytique du protéasome en reconnaissant les substrats 
ubiquitinés, en enlevant les chaînes ubiquitines des substrats, en dépliant les substrats et 
en entraînant les substrats dans la chambre protéolytique du complexe 20S (Pickart et 
Cohen, 2004; Wolf et Hilt, 2004). La base est constituée de six sous-unités ATPases 
distinctes (Rpt1 à 6) et deux sous-unités Rpn, Rpn1 et Rpn2. La sous-unité Rpn10 relie la 
base et le chapeau. Neuf sous-unités Rpn additionnelles incluant une enzyme de 
déubiquitination cruciale, Rpn11, forme le chapeau. Rpn1 et Rpn10 sont des sites 
d’arrimage au protéasome et la sous-unité ATPase Rpt5 fait la liaison avec les chaînes 
ubiquitines (Raasi et Wolf, 2007). 
 
1.3 Signalisation par les RCPG 
 
La signalisation cellulaire dépendante des RCPG est initiée en réponse à divers stimuli 
comme des peptides, lipides, ions, odeurs, saveurs et la lumière. Les signaux sont transmis 
de différentes façons. Par exemple, un ligand peut agir sur la même cellule (autocrine), 
une cellule voisine (paracrine) ou une cellule distante (endocrine). Des kinases, 
phosphatases et protéases contribuent à la propagation intracellulaire du signal. Plusieurs 
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de ces protéines alternent entre un état activé ou désactivé dans le but de réguler la 
durée et l’intensité du signal (McCudden et al., 2005). 
 
1.3.1 Protéines G hétérotrimériques 
 
Les protéines G hétérotrimériques constituent le lien entre les RCPG à la membrane 
plasmique et les effecteurs enzymatiques qui communiquent l’information vers l’intérieur 
de la cellule. Les protéines G dérivent de 33 gènes, soit 16 sous-unités alpha (), 5 beta () 
et 12 gamma () (Milligan et Kostenis, 2006) (Tableau 2). 
Les 16 gènes de G codent pour 23 protéines connues. Ces protéines peuvent être 
divisées en quatre classes basées sur leur similarité de séquences. G(s / olf), G(i1 / i2 / i3 / t-rod / 
t-cone / gust / z), G(q / 11 / 14 / 15 /16) et G(12 / 13) (Simon et al., 1991). Elles ont une masse 
moléculaire qui varie entre 39 à 45 kilodaltons (kDa). Ces protéines sont modifiées à leur 
extrémité N-terminale par l’attachement covalent des acides gras myristate et/ou 
palmitate. Les membres de la famille Gi sont N-myristoylés suite à l’addition co-
traductionnel de résidu d’acide gras tétradécanoate (myristatate) sur le résidu glycine à 
l’extrémité N-terminale de la protéine. Toutes les sous-unités G contiennent un résidu 
palmitate (16 carbones) attachés de manière réversible au groupement sulfhydryl d’un 
résidu cystéine près de l’extrémité N-terminale (Wedegaertner et al., 1995). Les 
modifications lipidiques des sous-unités G sont importantes pour leur localisation à la 
membrane. La palmitoylation et la myristoylation résultent en un attachement stable des 
sous-unités G à la bi-couche lipidique (Peitzsch et McLaughlin, 1993). De plus, ces 
modifications affectent le ciblage à des régions spécifiques de la membrane plasmique et 
régulent les interactions avec d’autres protéines telles l’adényl cyclase, les dimères G et 
les RCPG (Moffett et al., 2000). 
Les sous-unités G ont toutes une masse moléculaire d’environ 36 kDa. Les sous-unités G 
sont plus petites, 7 à 8 kDa, et possèdent toutes un domaine Cys-Ala-Ala-x (CAAX) à leur 
29 
 
extrémité C-terminale qui sert de site de prénylation. Cette modification post-
traductionnelle est essentielle pour leur localisation à la membrane plasmique (Luttrell, 
2008).  
Tableau 2  Familles des protéines G hétérotrimériques 
 
Tableau illustrant les familles de protéines G hétérotrimériques, leurs sous-types, leurs 
cibles cellulaires ainsi que leur expression dans les cellules. Adapté de Milligan et Kostenis, 




En absence de ligand, la sous-unité G est liée au GDP et étroitement associée avec 
l’hétérodimère G. Le complexe G-GDP/G interagit avec la portion cytosolique des 
RCPG. G facilite le couplage de G au récepteur et agit aussi comme GDI (guanosine 
nucleotide dissociation inhibitor) pour G-GDP, ralentissant ainsi l’échange spontané d’un 
GDP pour un GTP. Un RCPG lié à son ligand agoniste agit comme GEF (guanine nucleotide 
exchange factor) en induisant un changement conformationnel de la sous-unité G, 
permettant ainsi l’échange d’une molécule de GTP pour une molécule de GDP (Figure 5). 
G se dissocie de G-GTP et les deux complexes sont maintenant capable d’activer leurs 
effecteurs et engendrer la signalisation. Le cycle retourne à l’état basal lorsque G 
hydrolyse le GTP en GDP. Cette réaction est augmentée par les protéines qui accélèrent 
l’activité GTPase (GAP; GTPase-activating protein) comme les régulateurs de la 
signalisation des protéines G (RGS) (McCudden et al., 2005; Milligan et Kostenis, 2006). 
 
Figure 5  Mécanisme d’activation des protéines G hétérotrimériques 
Modèle standard des cycles GDP/GTP qui gouverne l’activation des protéines G des RCPG. 
Abbréviations : GDP, guanosine diphosphate; GTP, guanosine triphosphate; GDI, 
guanosine nucleotide dissociation inhibitor; GEF, guanine nucleotide exchange factor; GAP, 




1.3.2 Effecteurs des protéines G hétérotrimériques 
 
Les effecteurs des protéines G hétérotrimériques sont généralement des enzymes ou des 
canaux ioniques. Le complexe G-GTP ainsi que les hétérodimères G régulent l’activité 
de ces effecteurs (Clapham et Neer, 1993). De plus, les sous-unités G sont responsables 
également de fonctions similaires à celles des sous-unités G (Milligan et Kostenis, 2006) 
(Figure 6).  
Les enzymes les plus étudiées et dont l’action peut  être régulées par les protéines G sont  
les adénylates cyclases. Leur fonction est de convertir l’ATP en second messager 
intracellulaire nommé adenosine 3′, 5′-monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc régule 
l’activité de la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA), mais aussi d’autres protéines 
comme Epac1 et Epac2 (exchange proteins activated by cyclic AMP) (Zwartkruis et Bos, 
1999). Il existe 10 isoformes d’adénylate cyclases et elles partagent toutes une 
architecture commune composée de 12 domaines transmembranaires. Cependant, ces 
enzymes varient grandement quant à leur distribution tissulaire et leur régulation par les 
protéines G (Sunahara et al., 1996). Toutes les adénylates cyclases sont stimulées par Gs, 
alors que Gi engendre une inhibition de certaines, mais pas toutes les isoformes 
d’adénylate cyclases. 
Les quatre isoformes de la phospholipase C (PLC)  sont aussi régulées par les protéines G. 
Les PLC sont des catalyseurs pour l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
(PIP2) membranaire. Ce clivage produit deux composés, l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 
ainsi que le diacylglycérol (DAG). Le premier contrôle la relâche de calcium provenant des 
réserves du RE et le second, conjointement avec le calcium, contrôle l’activité de plusieurs 
isoformes de la protéine kinase C (PKC) et de p21Ras (Ebinu et al., 1998). Les PLC 1 à 3 
sont activées par les sous-unités G de la famille Gq et par les sous-unités G. La PLC2 
et la PLC3 sont plus sensibles à la régulation par les dimères G que la PLC1. 
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G12 et G13 contrôlent le réarrangement du cytosquelette et affecte la croissance 
cellulaire en activant les petites GTPases de la famille Rho (Kurose, 2003).  
Certaines kinases comme la GRK2 (G-protein coupled receptor kinases 2) et la GRK3 sont 
directement régulées par les sous-unités G. Ces GRKs jouent un rôle central dans la 
désensibilisation des récepteurs. Ces kinases possèdent un domaine régulateur à leur 
extrémité C-terminale capable de lier les sous-unités G libres. Cette liaison au G après 
stimulation d’un RCPG permet à la kinase de transloquer du cytosol vers la membrane où 
elle aura accès à son substrat (Stoffel et al., 1997). 
 
Figure 6  Diversité de signalisation des RCPG 
Une grande variété de ligands se lient aux RCPG pour stimuler des cibles cytoplasmiques 
et nucléaires via la signalisation des protéines G hétérotrimériques. Ces voies de 
signalisation régulent des fonctions biologiques. Abbréviations : DAG, diacylglycérol; FSH, 
follicle-stimulating hormone; GEF, facteur d’échange des nucléotides guanine; PI3K, 
phosphoinositide 3-kinase; LH, hormone leutéinisante; LPA, acide lysophosphatidique; 
PAF, facteur activant les plaquettes; PKC, protéine kinase C; PLC, phospholipase C; S1P, 
sphingosine-1-phosphate; TSH, thyroid-stimulating hormone. Adapté de Marinissen et 




1.4. Mécanismes d’inactivation des RCPG 
 
Plusieurs conditions contribuent à la régulation physiologique des RCPG. L’exposition d’un 
agoniste à son récepteur résulte souvent en une atténuation rapide de la réponse du 
récepteur. Ce processus est la conséquence d’une combinaison de différents mécanismes. 
Parmi ceux-ci, il y a le découplage fonctionnel des récepteurs de leurs protéines G suite à 
une phosphorylation, l’internalisation des récepteurs dans des compartiments 
membranaires et une régulation négative (down-regulation) qui englobe les processus de 
diminution de l’ARNm et de la synthèse protéique des récepteurs ainsi que leur 
dégradation. Le déroulement de ces processus est régulé temporellement dans des 
intervalles de temps variés, soient des secondes (phosphorylation), des minutes 
(internalisation) et des heures (régulation négative) (Ferguson, 2001). Chacun de ces 
mécanismes sera décrit ci-dessous (Figure 7). 
 
1.4.1 Désensibilisation des RCPG 
  
La désensibilisation des RCPG est un processus adaptatif par lequel la réponse cellulaire, 
suite à l’activation d’un RCPG, décroît après une exposition prolongée avec leur agoniste. 
La désensibilisation représente un mécanisme essentiel pour empêcher une 
surstimulation en réponse à une stimulation soutenue. À l’inverse, afin d’éviter une 
désensibilisation de longue durée, plusieurs RCPG ont la capacité d’être resensibilisés. Par 
conséquent, la signalisation des RCPG est le résultat d’un équilibre délicat entre les 
mécanismes régulant l’activation, la désensibilisation et la resensibilisation des récepteurs 





1.4.1.1 Désensibilisation hétérologue 
 
La désensibilisation des RCPG commence quelques secondes après la liaison de l’agoniste 
et est initiée par la phosphorylation de ceux-ci. Les protéines kinases dépendantes des 
seconds messagers, de la PKA et de la PKC, phosphorylent des résidus sérines et 
thréonines sur les boucles intracellulaires et les domaines C-terminaux de la queue 
cytoplasmique de plusieurs RCPG. La phosphorylation de ces sites altère le couplage des 
récepteurs avec les protéines G. La présence de l’agoniste n’est pas nécessaire pour ce 
processus. Donc, les récepteurs qui n'ont pas été en contact avec leur agoniste peuvent 
être désensibilisés par l’action de ces protéines kinases. Cette situation, en absence de 
ligand a donné naissance au terme désensibilisation hétérologue(Freedman et Lefkowitz, 
1996). 
 
1.4.1.2.1 Protéines kinases dépendantes des seconds messagers (PKA et PKC) 
 
La protéine kinase dépendant de l’AMPc (PKA) et la protéine kinase dépendant du calcium 
(PKC) sont des phosphotransférases qui catalysent le transfert d’un groupement 
phosphate de l’ATP sur des résidus sérines et thréonines situées dans des séquences 
consensus spécifiques des protéines. Ces kinases sont activées en réponse au GPCR 
stimulé qui augmente des seconds messagers intracellulaires comme l’AMPc, le calcium et 
le diacylglycérol (DAG). Elles participent à la signalisation des RCPG par la phosphorylation 
d’effecteurs protéiques en aval. PKA et PKC servent aussi de mécanisme de rétroaction 
par phosphorylation de RCPG sur des sites consensus de leurs boucles intracellulaires et 





1.4.1.2 Désensibilisation homologue 
 
Comme la désensibilisation hétérologue, la désensibilisation homologue implique la 
phosphorylation des récepteurs. Cependant, la phosphorylation se fait par des kinases 
spécialisées pour les RCPG, les GRK (G-protein coupled receptor kinases). Ce type de 
désensibilisation se fait en plusieurs étapes dans lesquelles la phosphorylation est suivie 
de la liaison d’une protéine, l’arrestine, qui a comme rôle de découpler physiquement le 
récepteur et les protéines G suite à la stimulation du récepteur par son ligand (Luttrell, 
2008). 
 
Figure 7  Mécanismes d’inactivation des RCPG : désensibilisation, internalisation,   
dégradation et recyclage 
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Quelques secondes après l’activation par un ligand, les RCPG sont phosphorylés par les 
protéines kinases PKA/C et les GRK. La phosphorylation par la PKA/C conduit à la 
désensibilisation homologue ou hétérologue alors que la phosphorylation par les GRK 
promeut la liaison des -arrestines et la désensibilisation homologue. Les -arrestines 
recrutent la clathrine et la 2-adaptine (AP-2) pour former un puit tapissé de clathrine 
dépendant de la dynamine (Dyn). Une fois internalisés, les RCPG sont transportés vers 
l’endosome précoce où ils seront triés vers l’endosome de recyclage pour y être 
resensibilisés et retournés à la membrane plasmique ou vers un endosome tardif où ils 
seront recyclés lentement ou ciblés vers la dégradation lysosomale. Adapté de Luttrell, 




La famille des kinases GRK est composée de sept membres partageant une homologie de 
séquence élevée. Chacune des GRK partage une organisation protéique similaire. Un 
domaine catalytique central, un domaine RGS à l’extrémité N-terminale pour la 
reconnaissance de substrats et un domaine C-terminal qui contribue à la localisation 
membranaire des kinases. Les membres de la famille des GRKs peuvent être sous-divisés 
en trois groupes basés sur leur séquence et leur fonctionnalité: 1) GRK1 et GRK7; 2) GRK2 
et GRK3; et 3) GRK4, GRK5 et GRK6. La figure 8 illustre les distinctions entre les différents 
membres. 
Le ciblage à la membrane plasmique de chacune des GRK se fait par l’entremise de 
mécanismes distincts qui impliquent les domaines de leur portion C-terminale. Par 
exemple, GRK1 et GRK7 sont farnelysés en C-terminal de la séquence CAAX (Inglese et al., 
1992). Les domaines C-terminaux des GRK2 et GRK3 contiennent un domaine de liaison 
aux sous-unités G, lequel possède une grande homologie avec celui de la pleckstrine 
(PH)(Pitcher et al., 1992). Le domaine C-terminal de la GRK5 contient une séquence de 46 
résidus d’acides aminés basiques qui lui permet d’interagir avec les phospholipides de la 
membrane plasmique (Kunapuli et al., 1994). GRK4 et GRK6 sont palmitoylés sur des 
résidus cystéine (Stoffel et al., 1998). 
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Les GRK phosphorylent les RCPG sur des résidus sérines et thréonines localisés dans la 
troisième boucle intracellulaire et sur la queue C-terminale. Aucune séquence consensus 
n’a été identifiée quant au site de phosphorylation des GRK. Cependant, la localisation de 
résidus acides proximaux au site de phosphorylation semble favoriser la phosphorylation 
par la GRK2 (Chen et al., 1993). Contrairement aux protéines kinases PKA et PKC, les GRK 
phosphorylent préférentiellement les récepteurs qui sont dans leur conformation activée. 
De plus, la phosphorylation seule des GRK a peu d’effet sur le découplage des récepteurs 
avec leurs protéines G. Plutôt, la principale fonction des GRK dans la désensibilisation des 
RCPG est celle d’augmenter l’affinité du récepteur pour l’arrestine (Pippig et al., 1993). 
 
Figure 8  Représentation schématique des domaines architecturaux des GRK 
Le domaine de liaison aux RCPG contient une région RGS conservée. Le ciblage aux 
membranes de chacune des GRK se fait par des mécanismes distincts impliquant leur 
région C-terminale. Les GRK1 et 7 sont farnesylées. Les GRK2 et 3 contiennent une région 
d’interaction avec les sous-unités . La GRK5 contient une région d’acides aminés 
basiques pour s’associer aux phospholipides membranaires. Les GRK4 et 6 sont 







La phosphorylation des RCPG dépendante des GRK n’est pas suffisante pour promouvoir 
une inactivation complète des récepteurs. Les arrestines sont requises pour une 
inactivation complète. Ces protéines contribuent à la désensibilisation des RCPG de deux 
manières. D’une part, elles participent au découplage physique des RCPG avec les 
protéines G hétérotrimériques. D’autre part, elles guident les RCPG dans la voie 
d’internalisation, de resensibilisation ou de dégradation (Reiter et Lefkowitz, 2006). 
Quatre membres de la famille des arrestines ont été identifiés. Elles peuvent être divisées 
en deux groupes basés sur leur homologie de séquence, leurs fonctions et leur distribution 
tissulaire. Le premier groupe est composé de l’arrestine visuelle (antigène S) (Shinohara et 
al., 1987) et de l’arrestine cone (X-arrestine ou C-arrestine) (Murakami et al., 1993). Elles 
sont exprimées majoritairement à la rétine et régulent les fonctions des photorécepteurs. 
Le second groupe est composé des arrestines non visuelles, -arrestine 1 (arrestine 2) et 
-arrestine 2 (arrestine 3) (Attramadal et al., 1992; Lohse et al., 1990). Les -arrestines 
sont exprimées de manière ubiquitiste (à l’exception de la rétine) et leur fonction est de 
réguler l’activité des autres RCPG. Les quatre arrestines lient les RCPG activés et 
phosphorylés par les GRK. Les queues C-terminales des -arrestines contiennent des 
motifs de liaison pour la clathrine (Goodman et al., 1996) et la sous-unité 2-adaptine du 
complexe AP-2 (Laporte et al., 1999). Ces caractéristiques leurs permettent d’agir comme 
protéines adaptatrices dans le ciblage des RCPG dans les puits d’endocytose tapissés de 
clathrine. Globalement, les arrestines régulent les processus d’endocytose, de trafic 
intracellulaire, de resensibilisation et de régulation négative des RCPG (Luttrell, 2008).  
Les RCPG sont classés en deux catégories selon leur patron d’interaction avec les deux 
isoformes des -arrestines. Les récepteurs de classe A, incluant 2-adrénergique et -
opioïde, lient la -arrestine 2 avec une plus grande affinité que la -arrestine 1. De plus, 
cette interaction est transitoire. La -arrestine est recrutée au récepteur à la membrane 
plasmique et est internalisée dans des puits de clathrines. Après internalisation du 
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récepteur, il y a dissociation de la -arrestine avec ce dernier. La -arrestine est ensuite 
recyclée à la membrane plasmique tandis que le récepteur chemine dans les 
compartiments endosomaux (Anborgh et al., 2000; Oakley et al., 2000). Les récepteurs de 
classe B, représentés par angiotensine AT1AR et vasopressine V2R, lient la -arrestine 2 
avec autant d’affinité que la -arrestine 1. Ces récepteurs forment des complexes stables 
avec les -arrestines. Ceci a pour conséquence la co-internalisation du complexe 
récepteur/-arrestine. De plus, les récepteurs ne sont pas efficacement recyclés à la 
membrane plasmique (Anborgh et al., 2000; Oakley et al., 2000).  
 
1.4.3 Resensiblisation, recyclage et dégradation 
 
Une fois internalisés, les RCPG peuvent être triés selon différentes voies. Ils peuvent subir 
des étapes de déphosphorylation, resensibilisation et être recyclés vers la membrane. 
Alternativement, ils peuvent être ciblés pour la dégradation via la voie 
endosomale/lysosomale. 
L’importance physiologique de la resensibilisation des RCPG pour le maintien de 
l’homéostasie tissulaire est claire puisqu’une désensibilisation prolongée ou irréversible 
laisserait une cellule incapable de répondre adéquatement à un stimulus extracellulaire. 
Tout comme la désensibilisation des RCPG fournit un mécanisme de protection contre une 
surstimulation, la resensibilisation protège les cellules contre une désensibilisation 
prolongée des récepteurs (Ferguson, 2001). 
Après internalisation, les RCPG entrent soit dans la voie de recyclage rapide pour 
retourner à la membrane plasmique, ou entrent dans la voie de recyclage lente à partir 
duquel la plupart des RCPG seront étiquetés pour la dégradation (Luttrell, 2008). La 
stabilité de l’interaction RCPG/-arrestine est un déterminant majeur de la route prise le 
récepteur internalisé. Les récepteurs qui se dissocient de la -arrestine suivant 
l’internalisation (classe A) transitent vers une vésicule endosomale acidifiée qui est 
40 
 
enrichie avec des protéines phosphatases spécifiques aux RCPG (Pitcher et al., 1995). 
Après déphosphorylation des récepteurs et dissociation du ligand dans cet environnement 
acide, les récepteurs retournent à la membrane plasmique via les endosomes de 
recyclage. Par contre, les récepteurs qui demeurent liés à la -arrestine lorsqu’ils sont 
internalisés (classe B) recyclent lentement et sont plûtot dégradés (Oakley et al., 1999).  
L’internalisation joue un rôle important en diminuant l’expression totale de plusieurs 
RCPG par la promotion de leur dégradation. Le mécanisme le mieux caractérisé dans la 
dégradation des RCPG implique l’endocytose des récepteurs suivi par le routage vers les 
lysosomes. D’autres machineries de dégradation, comme les endoprotéases ou le 
protéasome, sont aussi impliquées dans la régulation négative de certains RCPG (von 
Zastrow, 2003). Cette régulation négative est associée avec un nombre réduit de 
récepteurs détectés dans les cellules ou tissus, entraînant ainsi une atténuation prolongée 
de la transduction des signaux (Tsao et von Zastrow, 2001). 
     
1.5 Récepteurs modèles 
 
1.5.1 Récepteur de la prostaglandine D2 
 
La prostaglandine D2 (PGD2) fait partie de la grande famille des prostanoïdes (Figure 9). 
Elle est synthétisée à partir de la PGH2 (prostaglandine H2), soit par la prostaglandine 
synthase (PGD) hématopoïétique (H-PGDS) ou de type  lipocaline (L-PGDS). La PGD2 est le 
prostanoïde le plus abondant au niveau du cerveau et régule plusieurs fonctions comme le 
sommeil, la température corporelle et la nociception (Huang et al., 2007). Dans les tissus 
périphériques, la PGD2 est produite en abondance par les mastocytes et est détectée en 
grande concentration aux sites d’inflammation allergique. La PGD2 est aussi produite par 
les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de type Th2, mais à des niveaux 
beaucoup plus faibles. L’action de la PGD2 est réalisée par deux RCPG, DP1 (DP) et DP2 
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(CRTH2; chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells). DP1 et 
DP2 émergent de plus en plus comme étant des récepteurs ayant des rôles cruciaux et 
compensatoires dans différents aspects de réponses inflammatoires (Pettipher, 2008; 
Pettipher et al., 2007). 
 
Figure 9  Biosynthèse des prostaglandines 
L’acide arachidonique est libéré des membranes de phospholipides suite à différents 
stimuli et converti par les cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1, COX-2) en PGH2.La PGH2 est un 
précurseur commun à plusieurs prostaglandines incluant la PGD2. Elle est générée suite à 
l’action de deux PGD synthase, la lipocalin-type PGD synthase (L-PGDS) qui est exprimée 
majoritairement au cerveau, au cœur et les tissus adipeux et l’hématopoïétique PGD 
synthase (H-PGDS) qui est majoritairement exprimée chez les mastocytes, les 
macrophages, les cellules dendritiques et les cellules Th2. Adapté de Kostenis et Ulven, 




1.5.1.1 Le récepteur DP 
 
DP a été le premier récepteur identifié du ligand à la PGD2 (Hirata et al., 1994). Il est 
composé de 359 acides aminés et son activation mène à une augmentation intracellulaire 
des niveaux d’AMPc puisque qu’il est couplé à la protéine GS (Figure 10). Ce récepteur 
est exprimé par les cellules des muscles lisses vasculaires et bronchiques ainsi que les 
plaquettes (Hirata et Narumiya, 2011). Son activation entraîne une vasodilatation, une 
bronchodilatation et l’inhibition de l’agrégation des plaquettes (Kostenis et Ulven, 2006). 
Lors d’une réaction allergique dépendante des mastocytes, l’activation de DP augmente le 
flux sanguin, créant ainsi de l’œdème et par conséquent, contribue à la congestion nasale 
(Van Hecken et al., 2007). DP possède d’autres propriétés pro-inflammatoires. Par 
exemple, des souris déficientes pour le récepteur DP manifestent une diminution de la 
réponse asthmatique dans un modèle d’asthme induit à l’ovalbumine (OVA) (Matsuoka et 
al., 2000). Cette étude suggère que DP augmente la réponse allergique asthmatique.  
D’autre part, le récepteur DP est aussi impliqué dans des rôles anti-inflammatoires. La 
PGD2 agit sur le récepteur DP pour inhiber la migration des cellules dendritiques des voies 
respiratoires et des cellules de Langerhans de la peau, limitant ainsi l’activation des 
cellules T (Angeli et al., 2001; Hammad et al., 2003). Une autre étude a montré que 
l’inhalation d’agonistes sélectifs du récepteur DP supprime les symptômes typiques de 
l’asthme en agissant sur les cellules dendritiques et ainsi diminue l’inflammation 
(Hammad et al., 2007). Ces différentes études montrent les effets pro et anti-





Figure 10  Représentation schématique du récepteur DP 
Les résidus en bleu représentent les sites de N-glycosylation potentiels, en jaune les 
résidus impliqués dans la formation du pont disulfure, en rouge les résidus conservés dans 
la famille des RCPG et en vert les résidus sérines et thréonines potentiellement 
phosphorylables. 
 
1.5.1.2. Récepteur CRTH2 
 
Le récepteur CRTH2 est composé de 395 acides aminés (Figure 11). Il est couplé à la 
protéine Gi et inhibe la production d’AMPc. Aussi, son activation mène à une 
augmentation des niveaux de calcium intracellulaire via l’action des sous-unités  
(Kostenis et Ulven, 2006). CRTH2 est exprimé sur les cellules Th2, les basophiles et les 
éosinophiles et est responsable de leur chimiotaxie en réponse à la PGD2 (Gervais et al., 
2001; Hirai et al., 2001; Monneret et al., 2001). En plus de recruter des leucocytes aux 
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sites d’inflammation allergiques, CRTH2 induit la production de cytokines de type Th2 
telles que IL-4, IL-5, IL-9 et IL-13 ainsi que la production de mucus (Xue et al., 2005). CRTH2 
est aussi exprimé sur les ostéoblastes et son activation peu potentiellement augmenter la 
formation de l’os (Gallant et al., 2005). 
 
Figure 11  Représentation schématique du récepteur CRTH2 
Les résidus en bleu représentent les sites de N-glycosylation potentiels, en jaune les 
résidus impliqués dans la formation du pont disulfure et en vert les résidus sérines et 
thréonines potentiellement phosphorylables. 
 




La noradrénaline et l’adrénaline sont les agonistes naturels du récepteur 2-adrénergique 
(2AR). Suite à son activation, il y a élévation des taux d’AMPc intracellulaires puisque ce 
récepteur est couplé à la protéine Gs. 2AR est exprimé de manière quasi ubiquiste et ses 
fonctions sont multiples et variées. Dans les poumons, l’activation de 2AR cause une 
bronchodilatation, réduit la relâche de médiateurs bronchoconstricteurs et augmente la 
production de surfactant et de mucus (Davis et al., 2008). Le récepteur est un puissant 
vasodilatateur au niveau des vaisseaux sanguins coronariens (Vatner et al., 1986) et des 
vaisseaux sanguins des muscles squelettiques (Guimaraes et Moura, 2001). Au niveau du 
pancréas, il augmente la sécrétion d’insuline et de glucagon et stimule la glycogénolyse 
dans le foie (Davis et al., 2008). Dans le cœur, l’activation de 2AR régule le rythme et les 
contractions cardiaques (Ecker et al., 2006). Le récepteur 2AR est un des plus étudiés 
(Figure 12). Avec la rhodopsine, il sert de modèle de RCPG. Plusieurs de ses facettes sont 
très bien caractérisées. Parmi celles-ci on retrouve les étapes de signalisation, les 
mécanismes d’internalisation, les régions d’interactions du récepteur avec ses ligands et 




Figure 12  Représentation schématique du récepteur 2AR 
Schéma tiré de (Liggett, 1999) 
 
1.6 Nouvelles protéines qui régulent l’activité des RCPG 
 
1.6.1 Ubiquitines ligases 
 
Les cellules eucaryotes possèdent un système de contrôle de qualité pour empêcher les 
problèmes d’agrégation des protéines mal-repliées. Les cellules réalisent cette fonction 
avec l’aide des chaperonnes moléculaires et du système ubiquitine-protéasome (UPS; 
ubiquitin-proteasome system). Ce système régule la stabilité de diverses protéines et 
maintient toutes les fonctions cellulaires par la dégradation de protéines intracellulaires. 
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Les E3 ubiquitines ligases déterminent la spécificité de dégradation de différents substrats 
via l’UPS. De nouvelles données ont fourni des informations considérables sur les E3 
ligases et leur rôle majeur dans les mécanismes de contrôle de qualité des RCPG au niveau 
du RE. Les complexes E3 ubiquitines ligases génèrent un mécanisme de défense cellulaire 
contre les protéines défectueuses. 
La voie ubiquitine-protéasome est un mécanisme d’une importance majeure pour 
l’étiquetage des protéines pour leur dégradation. C’est un processus qui implique des 
étapes multiples de réactions enzymatiques catalysées par une cascade d’enzymes 
incluant une enzyme d’activation E1 (E1; ubiquitin-activating enzyme E1), une enzyme de 
conjugation (E2; ubiquitin-conjugating enzyme E2) et une ubiquitine ligase E3 (Figure 13). 
Premièrement, l’ubiquitine est activée via sa liaison à E1 par un lien thioester entre un 
résidu cystéine sur le site actif de E1 et le résidu glycine C-terminal (G76) de l’ubiquitine. 
L’ubiquitine activée dans le complexe E1/ubiquitine est ensuite transférée à l’enzyme E2 
qui forme aussi un lien thioester entre sa cystéine catalytique et le résidu G76 de 
l’ubiquitine. Finalement, l’ubiquitine est attachée de manière covalente à la protéine cible 
par une réaction catalysée par une E3 ubiquitine ligase (Chasapis et Spyroulias, 2009). Le 
génome humain code pour deux enzymes E1, 37 enzymes E2 et plus de 600 E3 ligases 
(Deshaies et Joazeiro, 2009; Markson et al., 2009; Michelle et al., 2009). L’ubiquitination 
de protéines est un processus réversible. La désubiquitination peut être réalisée par 
environs 85 déubiquitinases (Komander et al., 2009). 
 
Figure 13  Cascade enzymatique E1-E2-E3 
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L’activation de l’ubiquitine est un processus ATP-dépendant catalysé par l’enzyme 
d’activation E1. L’ubiquitine activée est ensuite transférée à l’enzyme de conjugaison E2. 
Dans le cas d’une ligase de type RING, l’enzyme E2 lie la ligase E3 et transfert l’ubiquitine 
directement sur le substrat qui est aussi associé à la E3. Dans le cas d’une ligase de type 
HECT, l’ubiquitine est d’abord transférée de l’enzyme E2 à un résidu cystéine sur la ligase 
E3 puis sur le substrat. Adapté de Randles et Walters, Front. in Biosci., 2012. 
 
 
Les E3 ubiquitines ligases peuvent être classifiées en trois grandes catégories. La première 
classe contient les ubiquitines ligases de type N-end rule qui ciblent des substrats qui 
portent des résidus N-terminaux déstabilisants incluant  Arg, Lys, His (type 1) et Phe, Trp, 
Leu, Tyr et Ile (type 2) (Varshavsky, 1997, 2003). La seconde classe est formée des ligases 
de type HECT (homology to E6AP C-terminus). Celles-ci sont directement impliquées dans 
le transfert de l’ubiquitine à son substrat. Contrairement aux autres ubiquitines ligases, la 
protéine ubiquitine est hébergée par l’enzyme E3 avant son transfert à sa cible. Les E3 
ligases de type HECT contiennent un domaine d’environ 350 acides aminés à leur 
extrémité C-terminale avec une cystéine catalytique par laquelle le domaine HECT forme 
un lien thioester avec l’ubiquitine. La région N-terminale est hautement variable et peut 
être impliquée dans la reconnaissance de substrats. La troisième et plus grande famille 
d’E3 ligases est celle formée par la famille des RING (Really Interesting New Gene). Les E3 
ligases de type RING agissent comme protéine d’échafaudage dans le but de faciliter 
l’interaction entre une E2 ligase et son substrat. Le domaine RING finger est riche en 
résidus cystéine et histidine et chélate les ions zinc. Il facilite les interactions protéines-
protéines, mais aussi les interactions protéines-ADN. Les E3 ligases de type RING peuvent 
être classifiées en deux sous-catégories, les U-box et les PHD (plant homeodomain). Le site 
consensus des U-box est prédit pour adopter une conformation semblable à la structure 
RING, mais sans la présence de résidus coordonnant les ions zinc. Le domaine PHD 
représente aussi une variante du domaine RING avec des résidus cystéine et des histidine 




1.6.2 Maladies impliquant des composantes du ERAD 
 
Certaines ubiquitines ligases sont impliquées dans la pathogenèse de plusieurs maladies. 
Des mutations incorporées lors de la synthèse protéiques peuvent affecter leur 
repliement et entraîner ainsi une dégradation accélérée de ces protéines. Par exemple, 
CFTRF508 est une version mutante de CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator) et est impliqué dans la majorité des cas de fibrose kystique héréditaire. Dû au 
repliement complexe et inefficace de CFTR, environ 70% de la protéine de type sauvage et 
99% de la protéine mutante de délétion F508 sont redirigés vers la voie de dégradation 
(Younger et al., 2006). Ce résultat a pour effet de diminuer les niveaux d’expression à la 
surface cellulaire. Plusieurs ubiquitines ligases contribuent à la dégradation du mutant 
CFTRF508 (Morito et al., 2008; Younger et al., 2006). Chacune de ces ligases cible 
différentes régions de la protéine. 
Dans certains cas, les composantes du ERAD induisent directement la dégradation de 
protéines pathogènes. La protéine précurseur amyloïde (APP; amyloid precursor protein) 
est processée en plusieurs fragments dont les peptides -amyloïde (A; amyloid- 
peptide) et ceux-ci forment des agrégats insolubles dans certaines régions du cerveau des 
patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Une étude récente a montré que les quantités 
de Hrd1 (une E3 ligase) sont réduites de manière substantielle dans les cellules neuronales 
des patients atteints de cette maladie (Kaneko et al., 2010). Une diminution d’expression 
de Hrd1 en culture cellulaire est accompagnée par une augmentation d’APP et A et une 
induction de l’UPR. Évidemment, la perte de la voie de dégradation ERAD par Hrd1 permet 
l’échappement d’APP mal replié à des compartiments post-RE. Ces études montrent que 







RNF5 (RING finger domain protein 5), aussi nommée RMA1 (RING finger protein with 
membrane anchor 1), est une protéine de 180 acides aminés avec une masse moléculaire 
de 19,88 kDa (Figure 14). Elle fait partie des nouvelles E3 ubiquitines ligases associées au 
RE. Elle est composée d’un domaine transmembranaire à son extrémité C-terminale qui lui 
permet de s’ancrer aux membranes ainsi qu’un domaine RING qui lui confère son activité 
ligase (Tcherpakov et al., 2009). RNF5 est exprimée à la membrane plasmique (Didier et 
al., 2003), aux mitochondries (Zhang et al., 2012; Zhong et al., 2009; Zhong et al., 2010) et 
au RE (Tcherpakov et al., 2009; Younger et al., 2006). Initiallement, cette protéine a été 
identifiée comme un régulateur de la croissance et du développement de Caenorhabditis 
elegans (Kyushiki et al., 1997). 
 
Figure 14  Représentation schématique de RNF5 
En rouge, le domaine RING qui confère l’activité ligase de la protéine. En bleu, le domaine 
transmembranaire (TM) pour son ancrage aux membranes. Tiré de Tcherpakov et al., J. 
Biol. Chem., 2009. 
 
Plusieurs fonctions sont associées à RNF5. Une des plus étudiées est son rôle dans le 
contrôle de qualité de CFTR, un canal ionique chlore à 12 domaines transmembranaires. 
La fibrose kystique se manifeste suite à une inefficacité de repliement et une dégradation 
prématurée du mutant CFTR qui contient une délétion de la phénylalanine 508 
(CFTRF508). Un complexe ubiquitine ligase a été identifié contenant RNF5, l’enzyme E2 
Ubc6e et derlin-1. Ce complexe coopère avec la chaperonne cytosolique Hsc70 et une 
autre ubiquitine ligase, CHIP, pour le triage de CFTR et CFTRF508. Derlin-1 retient CFTR 
dans la membrane du RE et interagit avec RNF5 et Ubc6e pour étiqueter et promouvoir la 
dégradation protéasomale de CFTR. RNF5 détecte les défauts de repliement de 
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CFTRF508 lorsque cette dernière est incapable de faire interagir efficacement son 
deuxième domaine transmembranaire avec son domaine N-terminal. RNF5 reconnaît des 
défauts de repliements de CFTRF508 pendant la traduction alors que le complexe CHIP 
agit de manière post-traductionnelle. Les ubiquitines ligases RNF5 et CHIP agissent 
séquentiellement dans la membrane du RE et au cytosol pour détecter et contrôler l’état 
de repliement de CRTR et CFTRF508 (Younger et al., 2006).     
RNF5 induit aussi la dégradation de la protéine Pendrine. Pendrine est un échangeur 
chlore/anion à huit domaines transmembranaires. Un traitement avec un inhibiteur de 
Hsp90, 17-AAG (17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin), facilite le repliement de cette 
dernière par l’induction de chaperonnes moléculaires dépendante de Hsf-1 (heat shock 
transcription factor 1). De plus, RNF5 est impliquée dans la dégradation de Pendrine en 
reconnaissant des défauts de repliements de la protéine après la synthèse du troisième 
domaine transmembranaire (Lee et al., 2012). 
RNF5 induit la dégradation d’autres protéines, mais cette fois-ci au niveau de la 
mitochondrie. Lors d’une infection virale, il y a activation de facteurs de transcriptions, 
comme NF-B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) et IRF3 (IFN 
regulatory factor 3), qui collaborent pour induire les IFN (interféron) de type I et éliciter 
une réponse antivirale. VISA (virus-induced signaling adaptor) est une protéine 
adaptatrice essentielle pour l’induction des IFN de type I. Il a été montré que RNF5 
interagit avec VISA à la mitochondrie de manière dépendante de l’infection virale. RNF5 
étiquette VISA sur les résidus lysine K362 et K461 avec des chaînes ubiquitines de 
topologie K48 et l’envoie à la dégradation par le protéasome (Zhong et al., 2010). Un autre 
exemple de dégradation à la mitochondrie est fourni par la protéine MITA (mediator of 
IRF3 activation). MITA est une protéine adaptatrice qui lie les récepteurs détectant les 
virus suite à une activation par IRF3. Comme VISA, MITA interagit avec RNF5 à la 
mitochondrie de manière dépendante de l’infection virale. RNF5 ubiquitine MITA sur la 
lysine K150 pour induire sa dégradation à la mitochondrie (Zhong et al., 2009). RNF5 
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favorise aussi la dégradation à la mitochondrie de la protéine Fis1 (mitochondrial fission 1 
protein) impliquée dans la fragmentation mitochondriale (Zhang et al., 2012).   
RNF5 ubiquitine aussi certaines cibles sans induire leur dégradation. RNF5 interagit avec la 
protéine paxilline. Cette dernière est une protéine sans domaine transmembranaire qui 
est localisée majoritairement aux sites d’adhésions cellulaires, appelés points focaux 
d’adhésion, liant ainsi la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine. RNF5 
ubiquitine la paxilline avec des chaînes ubiquitines de topologie Lys63 et cette fonction 
requiert les domaines RING et C-terminal intacts. Cependant, au lieu d’induire la 
dégradation de la paxilline, cette ubiquitination entraîne une translocation de la paxilline 
des points focaux d’adhésion vers le cytoplasme. L’expression de RNF5 augmente la 
distribution cytoplasmique de la paxilline tout en diminuant la localisation dans les points 
focaux d’adhésion. Ainsi, l’expression de RNF5 résulte en une inhibition de la motilité 
cellulaire (Didier et al., 2003). 
Une autre cible d’ubiquitination de RNF5 est la protéine JAMP (JNK-associated membrane 
protein). JAMP est une protéine à sept domaines transmembranaires localisée dans la 
membrane du RE et a pour fonction de faciliter la dégradation de protéines mal repliées 
par le recrutement du protéasome ainsi que des composantes régulatrices du ERAD. RNF5 
et JAMP s’associent à la membrane du RE et il en résulte en une ubiquitination non 
canonique de JAMP avec des chaînes ubiquitines de topologie Lys63. Cette ubiquitination 
n’altère pas la stabilité de JAMP. Plutôt, elle inhibe son association avec Rpt5 et p97. 
Conséquemment, l’élimination de protéines défectueuses est moins efficace résultant en 
une accumulation (Tcherpakov et al., 2009).  
En résumé, cette ligase régule le contrôle de qualité et la dégradation de protéines au RE 
(CFTR, Pendrine), mais aussi à la membrane des mitochondries (VISA, MITA, Fis1). Elle est 
aussi impliquée dans des rôles non destructifs via les protéines paxilline et JAMP. RNF5 
ubiquitine différents substrats avec différentes chaînes d’ubiquitines menant à diverses 







JAMP est une protéine de 311 acides aminés et possède une masse moléculaire de 35 kDa 
(Figure 15). Elle est composée de sept domaines transmembranaires, un domaine en doigt 
de zinc et un site de glycosylation en position N22. Cette glycosylation est facilement 
observable sur gel de polyacrylamide. JAMP forme un doublet représenté par la forme 
glycosylée (bande supérieure à 35 kDa) et la forme non glycosilée (bande inférieure à 30 
kDa). Elle est largement exprimée dans différents tissus tels que le cerveau, le thymus, les 
poumons, le foie, la rate, les reins, les testicules et le petit intestin. Pour ce qui est de sa 
localisation intracellulaire, elle est présente à la membrane plasmique, au RE et aux 
lysosomes. JAMP semble être aussi exprimée au cytoplasme, mais cette expression serait 
une forme non glycosylée de JAMP et dégradée activement par le protéasome. JAMP n’est 
pas exprimée à la mitochondrie. JAMP s’associe, via son domaine C-terminal, avec JNK1 
(Jun N-terminl kinase 1). JNK1 est parmi les composantes clés dans la réponse au stress 
cellulaire. Elle effectue ses fonctions via la phosphorylation de différents substrats qui 
sont impliqués dans la régulation de la survie et de la mort cellulaire. Par son association 
avec JNK1, JAMP compétitionne avec la phosphatase de JNK1, MKP5 (mitogen-activated 
protein kinase phosphatase 5), résultant en une augmentation et une prolongation de 
l’activité de JNK1. À noter que l’expression de JAMP n’affecte ni la voie des ERK 
(extracellular-signal-regulated kinases) ni la voie p38, indiquant que l’effet de JAMP est 




Figure 15  Représentation schématique de JAMP 
Prédiction de l’organisation membranaire de JAMP. Position possible des domaines 
transmembranaires, N- et C-terminaux dans le cytosol et le lumen du RE. Adapté de 
Tcherpakov et al., Mol. Biol. Cell, 2008. 
 
JAMP est une protéine régulatrice de l’ERAD en protégeant les cellules des protéines 
défectueuses. En effet, JAMP sert de pont entre les chaperonnes du RE, les protéines à 
passages transmembranaires, les ubiquitines ligases et les sous-unités du protéasome 26S. 
Ainsi, elle optimise la dégradation des protéines anormalement repliées. Des essais 
d’immunomarquage ont révélé la colocalisation de JAMP avec la calnexine, confirmant 
ainsi sa présence au RE. JAMP s’associe à différentes sous-unités du protéasome tel que 
Rpt6, Rpt4, PA700, Rpt5, Rpt2 et Rpn12. JAMP s’associe aussi à des composantes de la 
machinerie du ERAD incluant p97, Rpt4, Rpt5, RNF5, gp78, Sec61 et Derlin1. JAMP ne 
semble pas former d’interaction avec Grp78 (BiP). Ces interactions sont réalisées par 
différentes régions de JAMP. La portion N-terminale ainsi que les boucles de JAMP qui se 
retrouvent dans le lumen du RE interagissent avec la calnexine, Sec61 et RNF5. La 
portion C-terminale ainsi que les portions qui se retrouvent  dans le cytosol interagissent 
avec Rpt5. Ces observations indiquent que JAMP s’associe avec les composantes du 
protéasome par ses domaines C-terminaux cytoplasmiques. De plus, l’expression de JAMP 






ANKRD13A (ankyrin repeat domain 13A) est une protéine de 590 acides aminés possédant 
une masse moléculaire de 68 kDa. La famille des ankyrin repeat domain (ANKRD) est 
composée de quatre membres, ANKRD13A, B, C et D (Figure 16). Elles ont comme 
caractéristiques communes la présence de domaines ankyrines à leur extrémité N-
terminale et de motifs UIM (ubiquitin-interacting motif) à leur extrémité C-terminale, à 
l’exception d’ANKRD13C qui ne possède pas de domaine UIM. Selon plusieurs 
programmes de prédictions de motifs (InterPro Scan, Scanprosite et MotifScan), 
ANKRD13A comporterait dans sa séquence primaire trois domaines ankyrines et quatre 
domaines UIM.  
 
Figure 16  Membres de la famille ANKRD13A 
Représentation schématique des protéines de la famille ANKRD13. UIM (ubiquitin-
interacting motif). Adapté de Tanno et al., Mol. Biol. Cell, 2012. 
 
Les domaines ankyrines constituent un des motifs les plus abondants dans la nature. Ils 
sont formés de 30 à 34 résidus d’acides aminés et adoptent une conformation hélice-
boucle-hélice. Ces structures sont empaquetées les une à la suite des autres pour former 
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une structure répétitive et allongée leur permettant d’interagir avec d’autres protéines. 
Cette structure est stabilisée par des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogènes. 
Les domaines ankyrines ne reconnaissent pas une séquence en acides aminés spécifique, 
mais plutôt des résidus d’interactions dispersés entre la protéine cible et le domaine (Li et 
al., 2006).  
Les domaines UIM ont la capacité de lier des protéines ubiquitines via leur région 
hydrophobe contenant l’isoleucine 44 (Ile44). Ils peuvent lier les ubiquitines seules ou les 
ubiquitines arrangées en chaînes (Hurley et al., 2006). Ce motif comporte 20 résidus ayant 
la séquence consensus suivant : X-Ac-Ac-Ac-Ac--X-X-Ala-X-X-X-Ser-X-X-Ac-X-X-X-X, où  
représente un résidu hydrophobe volumineux (Leu), Ac représente un résidu acide (Glu, 
Asp) et X représente les résidus les moins conservés (Fisher et al., 2003). 
Une  étude montre l’implication de cette protéine dans la régulation de l’internalisation 
du récepteur tyrosine kinase à l’EGF (epidermal growth factor) et présente les différentes 
fonctions et caractéristiques des domaines d’ANKRD13A. Tout d’abord, ANKRD13A lie le 
récepteur à EGF (EGFR) suite à sa stimulation à l’EGF (epidermal growth factor). Cette 
interaction se fait de manière directe entre les domaines UIM d’ANKRD13A et le récepteur 
tyrosine kinase ubiquitiné. Plus précisément, la liaison est très forte entre les 2 domaines 
UIM distaux et les chaînes ubiquitines de topologies Lys63 de EGFR. Aussi, 
lorsqu’ANKRD13A est monoubiquitiné, il perd l’habileté de s’associer à EGFR. Cette 
monoubiquitination est probablement due au motif UIM puisque le mutant UIM est 
incapable d’être monoubiquitiné, comme plusieurs autres protéines porteuses de ce 
motif. L’interaction entre EGFR et ANKRD13A, via sa région centrale, se fait à la membrane 
plasmique. Suite à une stimulation,  EGFR est rapidement ubiquitiné (maximum à 5 
minutes) par des chaînes ubiquitines de topologie Lys63 et ANKRD13A facilite son 
internalisation possiblement par l’interaction de ses domaines ankyrines avec la 
machinerie d’endocytose (Tanno et al., 2012).  Une autre étude montre l’implication du 
gène d’ANKRD13A dans la formation et la distribution des points focaux dadhésion dans 
les cellules mésenchymateuses neuronales (Avellino et al., 2013). 
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2. OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
 
L’étude des RCPG a pour but de comprendre les évènements qui contrôlent leur mode de 
régulation. Dans un premier temps, nous avons voulu identifier certains facteurs, ainsi que 
la nature des acides aminés importants pour le trafic intracellulaire de CRTH2 suite à la 
stimulation. Dans un deuxième temps, nous avons voulu caractériser les mécanismes 
impliqués dans la synthèse, le repliement et le contrôle de qualité des RCPG. Les travaux 
présentés dans cette thèse visent donc à: 
 
 Caractériser les déterminants moléculaires, dans la queue cytoplasmique de 
CRTH2, qui sont impliqués dans son mécanisme d’internalisation suite à une 
stimulation avec son ligand, la PGD2.  
 
 Développer, optimiser et valider une nouvelle approche protéomique, dans un 
environnement cellulaire, dans le but d’identifier de nouveaux partenaires 
d’interactions des RCPG. 
 
 Déterminer le mode d’action et les mécanismes empruntés par les protéines RNF5 
et JAMP dans la régulation du contrôle de qualité des RCPG au RE. 
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Cet article a été écrit en totalité par Sébastien Roy. Toutes les expériences ont été conçues 
et réalisées par Sébastien Roy, à l’exception de l’acquisition des figures de microscopie qui 
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Les mécanismes moléculaires régulant le transport du récepteur CRTH2 sont peu connus. 
Dans cette étude, nous avons caractérisé les déterminants de la queue C-terminale du 
récepteur CRTH2 qui sont impliqués dans son internalisation induite par son agoniste, la 
prostaglandine D2. Nos résultats montrent qu’une délétion progressive des acides aminés 
395 jusqu’à 337 de la queue C-terminale atténue graduellement l’internalisation de CRTH2 
d’environ 50%, tel que mesuré par ELISA dans les cellules HEK293. De façon inattendue, 
une délétion supplémentaire des acides aminés 328 à 317 résulte en une internalisation 
similaire au récepteur de type sauvage. Des mutations individuelles des résidus Asp330, 
Ser331, Glu332 et Leu333 en résidu alanine dans la queue C-terminale du récepteur complet 
résulte en une augmentation de 45% de l’internalisation des récepteurs mutants 
comparativement au récepteur de type sauvage. Un prétraitement avec l’inhibiteur de 
recyclage monensine augmente l’internalisation du récepteur de type sauvage, mais n’a 
aucun effet sur les mutants D330A, S331A, E332A, L333A. Ces résultats indiquent que ces 
résidus font partie d’un motif de recyclage. Des expériences plus poussées révèlent que 
les résidus Asp330, Ser331 et Glu332 ne sont pas impliqués dans le recyclage du récepteur, 
mais sont requis pour la promotion de l’internalisation de CRTH2 par GRK2 et GRK5. La 
Thr347 a été identifiée comme un site majeur responsable de l’internalisation de CRTH2 
induite par la PKC. La microscopie confocale révèle une dissociation de l’arrestine-3 du 
récepteur suite à une stimulation par l’agoniste et à l’internalisation, suggérant que 
CRTH2 est un récepteur couplé aux protéines G de classe A. Nos données ont permis 
d’identifier des acides aminés spécifiques, dans la queue C-terminale de CRTH2, impliqués 








The molecular mechanisms regulating the trafficking of the CRTH2 receptor are poorly 
understood. In the present study, we characterize C-terminal tail determinants involved in 
the agonist-induced trafficking of the CRTH2 receptor for prostaglandin D2. Our results 
showed that progressive deletion of C-terminal tail residues from amino acid 395 up to 
337 gradually impaired CRTH2 internalization by ~50% as measured by ELISA in HEK293 
cells. Surprisingly, further deletion of the C-tail to amino acid 328 or 317 resulted in 
receptor mutants displaying internalization similar to the wild-type receptor. Individual 
mutations of Asp330, Ser331, Glu332, and Leu333 to Ala in the C-tail of the full length receptor 
resulted in a 45% increase in internalization of the receptor mutants relative to the wild-
type receptor. Pretreatment with the recycling inhibitor monensin increased 
internalization of the wild-type receptor but did not affect that of the D330A, S331A, 
E332A and L333A mutants, indicating that these residues are part of a recycling motif. 
Further experiments revealed that Asp330, Ser331 and Glu332 are not only involved in 
receptor recycling, but are also required for promotion of CRTH2 internalization by GRK2 
and GRK5. Site-directed mutagenesis identified Thr347 as a major site for PKC-induced 
internalization of the receptor. Confocal microscopy revealed that arrestin-3 dissociated 
from the receptor after agonist stimulation and internalization, suggesting that CRTH2 is a 
class A G protein-coupled receptor. Our study identified specific amino acids in the CRTH2 







Prostaglandin D2 (PGD2) exerts its effect through two high affinity G protein-coupled 
receptors, the prostanoid D receptor (DP) and the chemoattractant receptor-homologous 
molecule expressed on Th2 cells (CRTH2). CRTH2 is coupled to Gi heterotrimeric G 
protein. Its activation leads to a decrease in intracellular cAMP and the mobilization of 
calcium from the endoplasmic reticulum stores. CRTH2 is implicated in chemotaxis of Th2 
cells, eosinophils and basophils (Hirai et al., 2001). CRTH2 is also a potent stimulator of 
actin polymerization, upregulation of CD11b (adhesion molecules) and L-selectin shedding 
in eosinophils (Monneret et al., 2001). This receptor also promotes the production of IL-4, 
IL-5, IL-13 in Th2 cells (Xue et al., 2005). We recently reported that human osteoblasts 
produced PGD2 and possess both the prostanoid DP receptor and CRTH2. In these cells, 
activation of the prostanoid DP receptor could favor bone resorption. In contrast, CRTH2 
activation can potentially increase bone formation (Gallant et al., 2005). 
Most activated G-protein coupled receptors are rapidly desensitized after stimulation. 
Receptor desensitization is an important physiological feedback mechanism that protects 
against acute and chronic receptor over-stimulation (Ferguson, 2001). Agonist-activated 
G-protein coupled receptors interact with G protein-coupled receptor kinases (GRKs), and 
protein kinase A and C (PKA and PKC, respectively), leading to receptor phosphorylation 
on Ser/Thr residues on the intracellular loops and C-terminal tail of the receptors 
(Premont et Gainetdinov, 2007). Both PKA and PKC phosphorylate the receptor on sites 
different from GRKs (Mayor et al., 1998). Phosphorylated receptors offer high affinity 
binding sites for arrestins that translocate from cytosol to the plasma membrane. At this 
point, arrestins sterically uncouple the receptor from G protein and prevent further 
signaling pathways. Arrestins can also bind to clathrin and AP2, thereby promoting 
endocytosis of arrestin-bound receptors (Goodman et al., 1996; Hanyaloglu et Zastrow, 
2008; Laporte et al., 2000). Within endosomes, the receptors are dephosphorylated, and 
recycled back to the cell surface for additional rounds of signaling or sent to degradation 
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(Marchese et al., 2008). The final destination of the internalized receptors largely depends 
on the arrestin subtype that is recruited by the receptor upon phosphorylation and the 
duration of arrestin binding. In this way, internalization is part of the desensitization 
mechanism but may also regulate receptor resensitization and contribute to a positive 
regulation of receptor signaling. 
Internalization of CRTH2 has been demonstrated in the past few years in experiments 
using Th2 cells (Hirai et al., 2002) and eosinophils. Our lab recently described the 
molecular aspects of CRTH2 internalization in HEK293 cells (Gallant et al., 2007). We 
reported that PKC, GRK2, GRK5, GRK6 and arrestin-3 could regulate the internalization of 
CRTH2. However, there is a lack of information on the receptor domains involved in the 
regulation of CRTH2 trafficking. Given the vast number of receptors in the G-protein 
coupled receptors superfamily, it is surprising that only a few sorting amino acid 
sequences that regulate G-protein coupled receptors trafficking have been identified. The 
purpose of the present study was to identify the C-terminal tail determinants involved in 
CRTH2 receptor trafficking and their relation to the regulation of CRTH2 internalization by 
PKC, GRKs and arrestin-3. We report that different receptor domains are involved in the 
regulation of CRTH2 internalization by PKC and the various GRKs. These studies also 






Fetal bovine serum and Dulbecco's modified essential medium (DMEM) were from 
Invitrogen. TransIT-LT1 transfection reagent was from Mirus Bio. Prostaglandin D2 was 
from Cayman Chemical and anti-HA.11 monoclonal antibody was from Covance Research 
Products. Alexa Fluor 546 goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG) were from Molecular 
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Probes. The goat anti-mouse alkaline phosphatase-conjugated antibody and colorimetric 
alkaline phosphatase substrate were from Bio-Rad. GF109203X (2-[1-(3-Dimethyl-
aminopropyl) indol-3-yl]-3-(indol-3-yl) maleimide) and PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acetate) were purchased from Biomol International. All other reagents were from Sigma-
Aldrich. 
 
3.3.3.2 Cell culture and transfection 
 
HEK (human embryonic kidney) 293 cells were kept in culture in DMEM, 100 mM HEPES, 
10% (v/v) fetal bovine serum, pH 7.2 at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. For 
transient transfections, cells were grown to 60–80% confluence in 24-well plates and 
transfections were performed using TransIT-LT1 transfection reagent, according to the 
manufacturer's protocol, using 0,5 μg of receptor DNA and 2 μg of the other indicated 
constructs DNA per 6 wells of a 24 well plate.  
 
3.3.3.3 Expression Constructs 
 
The pcDNA3-GRK2, -GRK5, -GRK6 and their dominant-negative forms, as well as the 
pcDNA3-arrestin 3 constructs were kindly provided by Dr Jeffrey L. Benovic (Thomas 
Jefferson University, PA, USA). The pcDNA3-CRTH2 plasmid was obtained from Merck 
Frosst Canada (Kirkland, Qc, Canada). The progressive truncation mutations in the CRTH2 
C-tail were created by using 3′-primers that introduced a translational stop codon at the 
desired positions. For instance, Δ357 represents a mutant in which a stop codon was 
introduced after residue 357. Truncated receptors were constructed by PCR using the 
Expand High Fidelity PCR System (Roche) according to the manufacturer’s 
recommendations. In addition, various amino acid substitutions were incorporated in the 
wild-type receptor or truncated receptors by site-directed mutagenesis using two 
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complementary primers containing the desired mutation, like we reported before 
(Hamelin et al., 2005). All of the mutated receptors were then subcloned in the pcDNA3-
HA vector. The integrity of all the constructs was then verified by DNA sequencing 
(University of Calgary Core DNA services).  
 
3.3.3.4 Internalization assay 
 
For quantification of receptor internalization, ELISA were performed as we described 
previously (Gallant et al., 2007; Parent et al., 2001; Parent et al., 1999). Briefly, HEK293 
cells were seeded at 7.5×104 cells per wells of a 24-well plate precoated with 0.1 mg/ml 
poly(L)-lysine. The cells were then transfected with the DNA constructs coding for the 
receptors alone or in combination with the indicated constructs. Two days later, the cells 
were washed once with Tris-buffered saline (TBS: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) and 
incubated in presence or absence of 1 μM PGD2 for 60 min (unless otherwise specified) at 
37°C in prewarmed DMEM supplemented with 0.5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) 
and 20 mM HEPES, pH 7.4. Where indicated, the cells were pretreated for 30 min with 50 
µM of the recycling inhibitor monensin in the same medium prior to PGD2 stimulation. 
The medium was then removed and the cells were fixed in 3.7% (v/v) formaldehyde/TBS 
for 5 min at room temperature. Cells were washed three times with TBS and non-specific 
binding blocked with 1% BSA/TBS (w/v) for 45 min. Anti-HA specific monoclonal antibody 
was then added at a dilution of 1:1000 in 1% BSA/TBS for 60 min. Next, cells were washed 
three times with TBS and blocked again in 1% BSA/TBS for 15 min. Incubation with alkaline 
phosphatase-conjugated goat anti-mouse (1:1000 in 1% BSA/TBS) was then carried out for 
60 min. The cells were washed three times with TBS and 250 μl of a colorimetric alkaline 
phosphatase substrate (4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate) was added. 
Plates were then incubated at 37°C for 25 min. and the colorimetric reaction was stopped 
by the addition of 250 μl NaOH 0.4 N per well at room temperature. A 200 μl aliquot was 
taken and absorbance read at 405 nm in 96-well plate using a Titertek Multiskan MCC/340 
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spectrophotometer. Expression of the different CRTH2 receptor mutants had no 
significant effect on cell viability. The cell surface expression of each receptor mutant was 
assessed and compared to the wild-type receptor. Cells transfected with pcDNA3 alone 
were studied concurrently to determine background. Transfection conditions were then 
adjusted to obtain equivalent cell surface expression between each receptor construct in 
the agonist-induced internalization assays. Results are shown as % of cell surface receptor 
loss, where the non-stimulated wells represent 100% of receptor cell surface expression. 
 
3.3.3.5 Immunofluorescence staining and confocal microscopy 
 
Intracellular localization of internalized receptors was performed as previously described 
(Gallant et al., 2007; Hamelin et al., 2005; Theriault et al., 2004). Briefly, HEK293 cells were 
seeded in 6-well plates and transfected the following day with pEGFP-Arr3 and pcDNA3-
HA-CRTH2, pcDNA3-FLAG-β2AR or pcDNA3 FLAG-AT1R. The next day, cells were 
transferred onto 25-mm glass coverslips coated with 0.1 mg/ml of poly-L-lysine and 
allowed to attach overnight under normal growth conditions. Cells were then treated with 
1 μM PGD2, 1 μM isoproterenol or 1 μM angiotensin II for 30 min at 37°C in DMEM 
containing 20 mM HEPES, 0.5% (w/v) BSA, pH 7.4. Following agonist stimulation, cells 
were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min at room temperature. They were 
then washed with PBS, permeabilized 20 min with 0.1% Triton X-100 in PBS and blocked 
with 0.1% Triton X-100 in PBS containing 5% nonfat dry milk for 30 min at room 
temperature. Cells were incubated with primary antibodies (monoclonal anti-HA or anti-
FLAG) diluted in blocking solution for 60 min at room temperature. Cells were washed 
twice with 0.1% Triton X-100 in PBS, blocked again with 0.1% Triton X-100 in PBS 
containing 5% nonfat dry milk for 30 min at room temperature and incubated with 
Rhodamin Red anti-mouse antibody diluted in blocking solution (1:200) for 60 min at 
room temperature. The cells were washed twice with permeabilization buffer, twice with 
PBS, and coverslips were mounted using Vectashield mounting medium (Vector 
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Laboratories). Confocal microscopy was performed using a scanning confocal microscope 
(FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) coupled to an inverted microscope with a 63x oil 
immersion objective (Olympus) and images were processed with FluoView software 
(Olympus). 
 
3.3.3.6 Statistical analyses 
 
Data are presented as means ± S.E.M. from at least 3 independent experiments. Images 
shown are representative of at least 3 experiments. Statistical analyses were performed 
using Prism v5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) using the Student's t test. 




3.3.4.1 Internalization of C-terminal tail mutants of CRTH2 
 
A schematic representation of the C-terminal tail of CRTH2 along with the various mutants 
that were generated in the present study is shown in Fig. 17. First, we evaluated the  
 
Figure 17  Schematic representation of the CRTH2 C-terminal tail 
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Vertical lines indicate the sites in the CRTH2 C-terminal tail where the different truncation 
mutants where made. The indicated residues were mutated to Ala (bold, italic) 
individually or in combination depending on the experiments (see text for details). 
 
agonist-induced internalization of different deletion mutants of CRTH2 by ELISA. Previous 
data showed in a dose-response and time-course analysis that optimal agonist-induced 
internalization of CRTH2 is obtained after stimulating the cells with 1 M PGD2 for 60 min 
(Gallant et al., 2007). Agonist-induced internalization of the HA-tagged CRTH2 mutants 
expressed in HEK293 cells was thus measured after a stimulation with 1 M PGD2 for 60 
min. Schroder et al. reported that deletion of amino acids up to residue 317 had no effect 
on the agonist binding affinity of CRTH2 (Schroder et al., 2009). Approximately 22% of the 
wild-type (WT) CRTH2 receptor expressed at the membrane is internalized after 
stimulation. Compared to the WT receptor, we observed a 27% decrease in receptor 
internalization for the ∆390 mutant (Fig. 18). Agonist-induced internalization of the ∆357 
and ∆337 mutants was reduced by 38% and 49% respectively, compared to the WT 
receptor. Intriguingly, further deletion of the CRTH2 C-tail to amino acids 328 and 317 
resulted in mutants which showed agonist-induced internalization similar to the WT 
receptor (Fig. 18).  
 
Figure 18  Internalization of C-terminal tail deletion mutants of CRTH2 
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HEK293 cells were transfected with pcDNA3-HA-CRTH2 (WT), pcDNA3-HA-CRTH2-∆390, 
pcDNA3-HA-CRTH2-∆357, pcDNA3-HA-CRTH2-∆337, pcDNA3-HA-CRTH2-∆328 or pcDNA3-
HA-CRTH2-∆317. Transfected cells were stimulated with 1 M PGD2 for 60 min 48 h post-
transfection. Loss of cell surface receptors was then quantified by ELISA as described in 
Experimental. Values are mean ± S.E.M. of ten independent experiments. **P<0,01 and 
***P<0,001 compared with wild-type (WT) receptor. 
 
3.3.4.2 Identification of a recycling motif in the CRTH2 C-terminal tail 
 
Reasoning that the greater loss of cell surface receptors seen for the ∆328 mutant 
compared to the ∆337 mutant could be due to the removal of a recycling motif, we looked 
for an amino acid sequence between residues 328 and 337 that could possibly perform 
this function. We noticed the presence of a DSEL amino acid sequence that resembles the 
D/ESXΦ (where X is any amino acid and Φ a bulky hydrophobic residue) consensus for 
PDZ-binding domains that can be involved in the recycling of membrane proteins 
(Hanyaloglu et Zastrow, 2008). We thus mutated individually Asp330, Ser331, Glu332, Leu333, 
Gly334 and Gly335 to Ala in the ∆337 receptor mutant. The G334A and G335A mutations 
were generated as controls to determine whether the putative effect of the mutations of 
the D330SEL333 residues was specific.  We showed that 4 residues were responsible for this 
increase in internalization. Interestingly, the ∆337D330A, ∆337S331A, ∆337E332A and 
∆337L333A mutants all displayed internalization levels superior to the ∆337 mutant, and 
similar to that of the ∆328 mutant and WT receptors (Fig. 19A). In contrast, the 
∆337G334A and ∆337G335A mutants internalized to the same level as the ∆337 mutant. 
The same mutations were then introduced into the full length WT receptor. As expected, 
the agonist-induced internalization of the WTD330A, WTS331A, WTE332A and WTL333A 
mutants was increased by roughly 45%, compared to the WT receptor (~32% 
internalization for the mutants/22% for the WT receptor). Again, the glycine mutants 
WTG334A and WTG335A had no significant effect on the internalization of the receptor 




Figure 19  Internalization of D330SELGG335 to Ala mutants generated in the ∆337 
mutant or wild-type receptor 
Different single points mutations (D330A, S331A, E332A, L333A, G334A and G335A) where 
made in the truncated ∆337 mutant (A) or wild-type receptor (B). All the constructs were 
transfected in HEK293 cells followed by a stimulation of 60 min with 1 M PGD2. ELISA 
was performed to quantified receptor loss as described in Experimental. Values are mean 
± S.E.M. from 4-8 independent experiments. ***P<0,001 compared with ∆337(A) or 
WT(B). WT, wild-type. 
 
Our results show that Asp330, Ser331, Glu332 and Leu333 are part of a motif responsible for 
decreasing the loss of cell surface CRTH2 receptors following agonist stimulation, since 
their mutation results in the apparent increase in receptor internalization. We then 
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wanted to determine whether this increase in internalization when the D330SEL333 motif is 
mutated was actually caused by a decrease in receptor recycling. To this end, we used the 
recycling inhibitor monensin, like we did previously (Theriault et al., 2004). The rational 
behind these assays was that if the D330SEL333 residues were part of a recycling motif, then 
the loss of cell surface receptors of the corresponding mutants would not be affected by 
monensin because these mutants do not recycle, contrary to the WT or to the 337 
mutant receptors. Fig. 20 shows that, as we expected, pretreatment with 50 µM monensin 
for 30 min resulted in increased cell surface receptor loss of the WT and 337 mutant 
receptors, but did not affect that of the 328 mutant receptor and of the D330A, S331A, 
E332A, L333A mutants, either generated in the 337 mutant (Fig. 20A) or in the WT 
receptor (Fig. 20B). These data indicate that the D330SEL333 motif is involved in the 
recycling of CRTH2 to the cell surface after agonist-induced internalization. 
 
Figure 20  Identification of D330SEL333 as a recycling motif 
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HEK 293 cells were transiently transfected with HA-tagged the indicated single point 
mutants in 337(A) and WT(B) receptor. Cells were pretreated with 50 M monensin 
(recycling inhibitor) or ethanol (control) for 30 min at 37C, followed by a 60 min 
stimulation with 1 M PGD2 at 37C in presence or not (control) of monensin. Cell surface 
receptor expression was measured by ELISA as described in Experimental. Values are 
mean ± S.E.M. from 4-8 independent experiments. ***P<0,001. WT, wild-type. 
 
3.3.4.3 Receptor domains involved in the promotion of CRTH2 internalization by   
GRKs 
 
We previously reported that the internalization of CRTH2 could be promoted by GRK2, 5 
and 6 (Gallant et al., 2007). Here, we wanted to determine if this process could be 
ascribed to particular domains of the C-terminal tail of CRTH2. The ability of the different 
GRKs to promote the internalization of truncated mutants of CRTH2 was assessed. Co-
expression of GRK2 increased the agonist-induced internalization of the WT receptor but 
also of the ∆390, ∆357 and ∆337 mutants. However, GRK2 co-expression failed to 
promote the internalization of the ∆328 and ∆317 mutants (Fig 21A). Internalization of the 
WT receptor is abolished by 76% when co-expressed with the dominant-negative mutant 
of GRK2 (GRK2-K220R), indicating that endogenous GRK2 and the kinase activity of GRK2 
are required in the agonist-induced internalization CRTH2. 
 
Similar results are observed when GRK5 is co-expressed with CRTH2 and its C-
terminal tail deletion mutants. Like for GRK2, co-expression of GRK5 promoted the 
agonist-induced internalization of the WT, ∆390, ∆357 and ∆337 receptors. No significant 
modulation of the internalization is observed when GRK5 is co-expressed with either the 
∆328 or ∆317 mutants (Fig. 21B). PGD2-induced internalization of the WT receptor was 
also inhibited by co-expression of the GRK5 dominant-negative mutant (GRK5-K215R). 
GRK6 co-expression promoted the agonist-induced internalization of the WT and ∆390 
receptors, and less significantly of the ∆357 construct, but not of the ∆337, ∆328 or ∆317 
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mutants (Fig. 21C). Taken together, our data suggest that GRK2 and GRK5 act through a 
different receptor domain than GRK6. Amino acids 328-337 are required for GRK2 and 
GRK5 to promote agonist-induced internalization of CRTH2 while amino acids 337-390 are 
necessary for GRK6 to do so.  
 




Indicated HA-tagged C-terminal tail deletion mutants were transfected in combination 
with pcDNA3 (control), pcDNA3-GRK2(A), pcDNA3-GRK5(B) or pcDNA3-GRK6(C) in HEK293 
cells. The wild-type receptor was also co-expressed with dominant-negative mutants of 
the corresponding GRKs (pcDNA3-GRK2K220R, pcDNA3-GRK5K215R and pcDNA3-
GRK6K215R). The cells were stimulated with 1 M PGD2 for 60 min and subjected to ELISA 
to measure cell surface receptor loss as described in Experimental. Values are mean ± 
S.E.M. of five independent experiments. *P<0,05, **P<0,01 and ***P<0,001. 
 
3.3.4.4 Amino acids of CRTH2 involved in the promotion of receptor 
internalization by GRK2 and GRK5 
 
Our results with GRK2 and GRK5 show that there is a possible target site for these kinases 
in the region between amino acids 328 and 337 (DDSELGGAG) of CRTH2. We hypothesized 
that 3 residues were important for promotion of CRTH2 internalization by GRK2 and GRK5. 
Ser331 is the only residue that can be phosphorylated in that region and we showed that 
the kinase activity of GRK2 and GRK5 is important to promote agonist-induced 
internalization of CRTH2. It has been discussed in the literature that acidic amino acid 
residues adjacent to the phosphorylation site may be required for GRK enzymatic activity 
(Onorato et al., 1991; Palczewski et al., 1989). Therefore, Asp330 and Glu332 were the two 
other residues thought to be involved in the process. Leu333, Gly334 and Gly335 were also 
studied to evaluate the specificity of Asp330, Ser331 and Glu332 in the promotion of CRTH2 
internalization by GRK2 and GRK5. Supporting our hypothesis, co-expression of GRK2 
promoted the agonist-induced internalization of the WT, ∆337L333A, ∆337G334A and 
∆337G335A receptors, but failed to so for the ∆337D330A, ∆337S331A and ∆337E332A 
receptor mutants (Fig.22A). These results were confirmed by measuring the effect of 
GRK2 co-expression on the PGD2-induced internalization of receptor constructs for which 
the same residues were mutated in the full length receptor (Fig. 22B). GRK5 had similar 
effects on the same CRTH2 constructs (Fig. 22C and D). Our data does support our 
hypothesis that Asp330, Ser331 and Glu332 are required for GRK2 and GRK5 to promote 




Figure 22  Amino acids of CRTH2 involved in the promotion of receptor internalization by 
GRK2 and GRK5 
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The indicated single point mutant receptors made in ∆337 or the wild-type CRTH2 were 
transfected in HEK293 cells alone or in combination with pcDNA3-GRK2 (A and B) or 
pcDNA3-GRK5(C and D). Two days later, cells were stimulated with 1 M PGD2 for 60 
minutes followed by quantification of cell surface receptor by ELISA as described in 
Experimental. Values are mean ± S.E.M. from 4-8 independent experiments. *P<0,05, 
**P<0,01 and ***P<0,001. 
 
3.3.4.5 PKC-induced internalization of CRTH2 C-terminal tail mutants  
 
We have shown previously that PKC-inhibition prevented the agonist-induced 
internalization, while PKC activation promoted the internalization of CRTH2 (Gallant et al., 
2007).  We measured PGD2-induced internalization of WT and C-terminal tail deletion 
mutants of CRTH2 in presence of 1 µM of the PKC inhibitor GF109203X. The rational 
behind these experiments is that the internalization of a receptor mutant with a deleted 
PKC phosphorylation site should be insensitive to PKC inhibition. The agonist-induced 
internalization of the WT, ∆390 and ∆357 receptors was significantly inhibited by the 
GF109203X treatment, while that of the ∆337, ∆328 and ∆317 mutants was not affected 
(Fig. 23A).  
 
Next, we investigated whether PKC activation could induce the internalization of the 
different deletion mutants of CRTH2. No significant change of PMA-induced 
internalization was observed for the ∆390 and ∆357 mutants compared to the WT 
receptor. However, the PMA-induced internalization of the ∆337 mutant was reduced by 
59% compared to the WT receptor. As we observed for agonist-induced internalization, 
PKC activation resulted in an increased internalization of the ∆328 and ∆317 mutants 
compared to the ∆337 mutant (Fig. 23B), indicating that there is also recycling of CRTH2 to 
the plasma membrane after heterologous induction of receptor internalization. Taken 
together, our results suggest that there is a PKC phosphorylation site between the amino 




To determine residues involved in the PKC-induced internalization of CRTH2, we mutated 
different combination of Ser and Thr between amino acids 337 and 357 
(SSRRRRTSSTARSASPLALC) in the ∆357 mutant, and measured the internalization of the 
resulting receptor constructs following PKC activation with PMA. The PMA-induced 
internalization of the T344A (∆357-1), T344A/S345A/S346A (∆357-3) and S338A/S339A 
(∆357-5) mutants did not change compared to the ∆357 mutant (~27%). On the other 
hand, the internalization of the T347A (∆357-2), S344A/S345A/T347A (∆357-4), 
S338A/S339A/T344A/S345A/S346A/T347A (∆357-6) and T344A/S345A/S346A/T347A 
(∆357-7) mutants decreased to the level of the ∆337 receptor (~18%). Mutations 
additional to the T347A mutation did not result in higher inhibition of PKC-mediated 
internalization of CRTH2 than when Thr347 is mutated alone. This indicates that Thr347 is 
the amino acid in this particular domain of the receptor involved in the internalization of 







Figure 23  PKC-mediated internalization of CRTH2 C-terminal tail mutants 
HEK293 cells were transfected with the indicated C-terminal tail deletion mutants of 
CRTH2. Forty-eight hours post-transfection, the cells were (A) pretreated with 1 M 
GF109203X (PKC inhibitor) for 30 min and then stimulated with 1 M PGD2 for 60 min, (B) 
stimulated with 1 M PMA (PKC activator) for 30 min (B and C). Combinations of serines 
and threonines mutations where made in the truncated ∆357 mutant: ∆357-1 (T344A); 
∆357-2 (T347A); ∆357-3 (T344A/S345A/S346A); ∆357-4 (S344A/S345A/T347A); ∆357-5 
(S338A/S339A); ∆357-6 (S338A/S339A/T344A/S345A/S346A/T347A); ∆357-7 
(T344A/S345A/S346A/T347A). The internalization was quantified by ELISA, as described in 
Experimental. Values are mean ± S.E.M. of seven independent experiments. Statistical 
analysis are compared to WT in (B) and to ∆337 in (C). *P<0,05, **P<0,01 and ***P<0,001. 
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3.3.4.6 Arrestin-3 and CRTH2 internalization 
 
We recently demonstrated that internalization of CRTH2 was promoted by arrestin-3 
(Gallant et al., 2007). Here, we wanted to identify the C-terminal tail domain of CRTH2 
implicated in the promotion of internalization by arrestin-3. Co-expression of arrestin-3 
increased the agonist-induced internalization of the WT, ∆390, ∆357 and ∆337 receptors 
(Fig. 24). However, co-expression of arrestin-3 did not promote the agonist-induced 
internalization of the ∆328 and ∆317 mutants, indicating that an arrestin-3 interaction site 
is present between amino acids 317 and 328. 
 
Figure 24  Promotion of the agonist-induced internalization of the CRTH2 C-terminal tail 
deletion mutants by arrestin-3 
HEK293 cells were transfected with the indicated C-terminal tail deletion mutants alone or 
in combination with pcDNA3-Arrestin-3. Forty-eight hours post-transfection, cell surface 
receptor loss was quantified by ELISA after stimulation with 1 M PGD2 for 60 min as 
described in Experimental. Values are mean ± S.E.M. of seven independent experiments. 
***P<0,001. 
 
G-protein coupled receptors can be classified in two different classes based on their 
characteristics of association with arrestins following agonist stimulation. Class A G-
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protein coupled receptors bind arrestin-3 with greater affinity than arrestin-2. The 2-
adrenoceptor, -opioid and endothelin type A receptors are part of this category. Class B 
receptors bind arrestin-3 and arrestin-2 with similar affinities. The angiotensin II type 1A, 
vasopressin V2 and neurotensin 1 receptor are part of this family. Class A receptors 
dissociate from arrestins at or near the plasma membrane while class B receptors 
maintain a stable association with arrestins in endosomes (Moore et al., 2007). We 
showed that CRTH2 internalization can be promoted by arrestin-3 but not arrestin-2 
(Gallant et al., 2007). To confirm that CRTH2 acts like a Class A receptor, we used confocal 
microscopy to assess whether arrestin-3 stayed in association with, or dissociated from, 
the receptor after endocytosis. We used the 2-adrenoceptor and the angiotensin II type 
1A  receptors as representative controls of the Class A and B G-protein coupled receptors, 
respectively, to compare to the association of arrestin-3 with CRTH2 after receptor 
stimulation. Our results showed that, after agonist treatment, arrestin-3 did not co-
localize with CRTH2 or the 2-adrenoceptor receptor in endocytic vesicles (Fig. 25). 
However, a strong co-localization was observed on endosomes between arrestin-3 and 
endocytosed angiotensin II type 1A  receptors after agonist stimulation for the same 
period of time, as described by Oakley et al. (Oakley et al., 2000). Our previous and 




Figure 25  Arrestin-3 does not colocalize with CRTH2 in endosomes after agonist-induced 
internalization of the receptor 
HEK293 cells were co-transfected with peGFP-Arrestin-3 and pcDNA3-HA-CRTH2 (left-
hand panels), pcDNA3-FLAG-2AR (centre panels), or pcDNA3-FLAG-AT1R (right-hand 
panels). Forthy-eight hours post-transfection, the cells were stimulated for 30 min with 1 
M PGD2 for CRTH2, with 1 M isoproterenol for 30 min for the 2AR, or 1 M 
angiotensin II for 30 min for the AT1R. The receptors were visualized using anti-HA or anti-
FLAG (M1) monoclonal antibodies and a rhodamine red-conjugated anti-mouse antibody 
(red fluorescence, upper panels); GFP-tagged arrestin-3 is shown in green (centre panels); 
and overlays of staining patterns are shown in lower panels (Merged; yellow fluorescence, 






Internalization, recycling and lysosomal sorting are key processes that regulate the spatial 
and temporal signaling of G-protein coupled receptors. To date only a few sorting signals 
that dictate G-protein coupled receptors trafficking have been identified. In the present 
study, we characterized C-terminal tail determinants involved in the internalization of 
CRTH2, and identified an amino acid motif responsible for the recycling of the receptor.  
Increasing truncations of the C-terminal tail of CRTH2 revealed that several individual 
regions participate in the trafficking of the receptor. Removal of the last five amino acids 
(S391STSS395) brought a ~30% decrease in agonist-induced internalization compared to the 
WT receptor. These Ser/Thr residues are likely subject to phosphorylation and are 
important in the internalization of the activated receptor. This amino acid sequence is not 
found within an acidic environment often needed for phosphorylation by GRKs or does 
not correspond to PKA and PKC consensus sites. Furthermore, our data show that these 
five amino acids were not involved in PKC-mediated internalization of CRTH2 and were 
not required for promotion of agonist-induced internalization of the receptor by GRKs and 
arrestin-3.  Additional work will be necessary to determine if S391STSS395 are 
phosphorylated and to characterize the nature of the kinase involved.  
Deletion of the C-terminal tail of the receptor up to residue 357 and 337 further 
diminished the agonist-induced internalization of CRTH2 by ~45% and ~50% relative to the 
WT receptor, respectively. The promotion of CRTH2 internalization by GRK6 for these two 
receptor mutants was drastically reduced, especially when compared to the ∆390 mutant. 
The increase in the ∆337 mutant receptor internalization by GRK2 and GRK5 co-expression 
was less significantly affected when compared to that by GRK6. However, both GRK2 and 
GRK5 failed to promote the internalization of the activated ∆328 and ∆317 mutants. Thus 
it appears that GRK2 and GRK5 act at a different receptor site than GRK6 to promote 
agonist-induced internalization of CRTH2.  We showed in both the ∆337 mutant and the 
WT receptors that the Asp330, Ser331 and Glu332 are necessary for the promotion of 
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receptor internalization by GRK2 and GRK5. Ser331 is likely the target of phosphorylation 
by these two GRKs as it is flanked by two acidic residues and in such, is part of a consensus 
GRK phosphorylation site (Franco et al., 2007).  Common phosphorylation sites for GRK2 
and GRK5 have been reported for the 2-adrenoceptor receptor (Fredericks et al., 1996). 
Specificity of the Asp330, Ser331 and Glu332 residues was demonstrated by the lack of effect 
of the Leu333, Gly334 and Gly335 to Ala mutations in the promotion of CRTH2 internalization 
by GRK2 and GRK5. Further evidence of the role of CRTH2 receptor phosphorylation by 
GRKs was obtained by co-expression of the dominant negative mutants of these proteins 
lacking kinase activity which potently inhibited the agonist-induced internalization of the 
receptor. We determined that a domain implicated in PKC-mediated internalization of 
CRTH2 was found between amino acids 337 and 357. Site-directed mutagenesis allowed 
us to identify Thr347 as the major PKC target site within this receptor region. Taken 
together, our data show that CRTH2 internalization can be regulated by diverse kinases 
involving different C-terminal tail determinants of the receptor. Phosphorylation of 
activated G-protein coupled receptors by GRKs triggers the recruitment and the binding of 
arrestins with higher affinity to the receptors. Interestingly, arrestin-3 promoted the 
agonist-induced internalization of the ∆337 mutant, but not of the ∆328 mutant lacking 
the target site for GRK2 and GRK5. This indicates that arrestin-3-mediated internalization 
of CRTH2 is regulated by GRK2 and/or GRK5.   
The most striking finding of the present study is the identification of a recycling motif in 
the C-terminal tail of CRTH2. Most internalized G-protein coupled receptors are sorted 
into endosomes and recycled back to the plasma membrane. Yet, very little is known 
regarding the receptor determinants and the associated proteins that are involved in this 
process. Recycling of internalized G-protein coupled receptors is thought to be involved in 
the resensitization of G-protein coupled receptors and is important in preserving cellular 
responsiveness by maintaining a relatively constant density of receptors at the cell surface 
(Theriault et al., 2004). Our hypothesis that the D330SEL333 amino acid sequence was a 
recycling motif for CRTH2 originated from the results of our agonist-induced 
internalization experiments for the ∆337 and ∆328 mutants. Progressive deletions of the 
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receptor C-tail up to amino acid 337 resulted in gradual loss of CRTH2 internalization. 
Further deletion to residue 328 generated a receptor mutant displaying significantly 
higher cell surface receptor loss after agonist treatment than the ∆337 mutant. We noted 
the presence of the D330SEL333 amino acid sequence which conforms to classical type 1 
PDZ ligands (D/E-S-X-Φ) involved in the recycling of plasma membrane proteins 
(Hanyaloglu et Zastrow, 2008). Interestingly, mutating the D330SEL333 amino acid 
individually to Ala in full length CRTH2 resulted in a ~45% increase in the agonist-induced 
internalization of the receptor mutants compared to the WT receptor. This could have 
been the consequence of removing an amino acid sequence that was impeding the 
internalization of the receptor either structurally or by binding to an associated protein. 
Alternatively, it could have been caused by the deletion of a recycling motif, which would 
result in increased detection of cell surface receptor loss. Incubation with the recycling 
inhibitor monensin resulted in increased internalization of the WT and 337 mutant 
receptors. In contrast, the internalization of the 328 mutant receptor and of the D330A, 
S331A, E332A, L333A mutants, either generated in the 337 mutant or in the WT 
receptor, was not affected by monensin. Interestingly, the internalization of the 337 
mutant in the presence of monensin reached the same level as the D330SEL333 to Ala 
mutants as well as to the 328 mutant receptor. Similarly, the cell surface receptor loss of 
the WT receptor when recycling was inhibited was increased when compared to control, 
and was equivalent to that of the D330SEL333 to Ala mutants. These findings thus establish 
that the D330SEL333 amino acid sequence is a recycling motif for CRTH2. 
Specific cytoplasmic sequences required for efficient recycling after ligand-induced 
endocytosis have been identified in a small number of G-protein coupled receptors 
(reviewed in (Hanyaloglu et Zastrow, 2008)). We demonstrated that amino acids 335-344 
of the TP receptor were involved in a direct interaction with Rab11, which was necessary 
for recycling of the receptor (Hamelin et al., 2005). The 1-adrenoceptor (Gage et al., 
2005; Hu et al., 2000), the 2-adrenoceptor (Cao et al., 1999; Gage et al., 2001) and the 
thyrotropin-stimulating hormone (Krishnamurthy et al., 2003) receptors each contain 
recycling sequences that conform to classical type 1 PDZ ligands. The distal localization of 
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these sequences is critical for interacting with PDZ domain-containing proteins because 
the free carboxylate is required to form an ionic bond in the ligand-binding groove of the 
PDZ domain (Hanyaloglu et Zastrow, 2008). The identification of the recycling sequence in 
the endothelin A receptor revealed the existence of another class of G-protein coupled 
receptors recycling sequence that correspond to an internal PDZ ligand (Hillier et al., 1999; 
Paasche et al., 2005; Trejo, 2005). These correspond to short internal peptides that fold 
into a -finger structure required for PDZ binding (Paasche et al., 2005). Analysis of the C-
terminal tail of more than 300 G-protein coupled receptors predicted that 35 different 
receptors displayed a motif that fulfilled the sequence criteria of an internal PDZ ligand 
motif (Paasche et al., 2005). However, it remains to be determined if all of these putative 
PDZ ligand motifs constitute functional recycling sequences in their native receptor 
environment. Interestingly, one of the G-protein coupled receptors that was identified by 
this alignment was DP2R, or CRTH2. It turns out that the D
330SEL333 recycling motif of 
CRTH2 that we identified functionally is part of a predicted internal PDZ ligand motif 
(Paasche et al., 2005). It is also worthy of note that amino acids D330SE332 of the recycling 
motif are also the target residues of GRK2, GRK5 and, likely, arrestin-3. Arrestin binding to 
activated G-protein coupled receptors involves phosphorylation-recognition sites and the 
stability of such interactions may control the kinetics of recycling and resensitization 
(Oakley et al., 2001). It is probable that phosphorylation of G-protein coupled receptors 
provides an additional level of regulation for PDZ-mediated interactions. Phosphorylation 
of the Ser residue in the type 1 PDZ ligand motif of the 2-adrenoceptor receptor by GRK5 
disrupts the interaction with NHERF/EBP50 and receptor (Cao et al., 1999). 
We have identified C-terminal domains of CRTH2 that are differentially implicated in the 
regulation of the trafficking of the receptor. The fact that amino acids D330SE332 are part of 
a recycling motif probably explains why we did not detect less receptor internalization of 
the corresponding receptor mutants even though putative GRK2 and GRK5 target sites 
were removed. The possible decrease in receptor internalization caused by the removal of 
the GRK site could be compensated by the increase in internalization brought by the lack 
of receptor recycling. Our study also shows that other cytoplasmic receptor domains 
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participate in the agonist- and PKC-induced internalization of CRTH2 since deletion of a 
significant portion of the C-terminal tail did not completely abolish these processes. Like 
for the endothelin A receptor (Paasche et al., 2005), the internalization and recycling of 
CRTH2 and of the putative internal D330SEL333 PDZ ligand mutants were not affected by the 
PDZ-domain containing proteins NHERF1/EBP50, or by PSD-95 (data not shown). 
Determining the identity of the cytoplasmic proteins that interact with the C-terminal tail 
of CRTH2, particularly with the putative internal D330SEL333 PDZ ligand motif and 
elucidating their sorting functions will provide important insights concerning sequence-
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La maturation et le repliement des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont régis 
par des mécanismes qui sont encore mal compris. Dans le but de caractériser ces 
événements biologiques, nous avons optimisé une nouvelle approche de protéomique 
n’utilisant aucun gel pour identifier des partenaires du récepteur 2-adrénergique (2AR). 
En plus d'un certain nombre de protéines d’interaction connues, telles que les sous-unités 
des protéines G hétérotrimériques, cette technique nous a permis d'identifier des 
partenaires du récepteur impliqués dans le contrôle de qualité au niveau du réticulum 
endoplasmique (RE). Parmi les protéines qui s’associent à 2AR, on retrouve Ring finger 
protein 5 (RNF5), une E3 ubiquitine ligase ancrée à l’extérieure de la membrane du RE. 
Des essais de co-immunoprécipitation ont confirmé, dans un contexte cellulaire, 
l'interaction entre RNF5 et 2AR ainsi que le récepteur à la prostaglandine D2 (DP). La 
microscopie confocale a révélé que DP colocalise avec RNF5 au RE. La co-expression de 
RNF5 avec chacun des récepteurs augmente leurs niveaux  d’expression, alors qu’une 
déplétion de la RNF5 endogène par siRNA fait l’effet inverse. RNF5 ne module pas l'état 
d'ubiquitination de 2AR ou DP. Au lieu de cela, RNF5 ubiquitine JNK-associated 
membrane protein (JAMP), une protéine qui recrute le protéasome à la membrane du RE 
et qui est régulée négativement suite à son ubiquitination par l’entremise de RNF5. JAMP 
co-immunoprécipite avec 2AR et DP, et diminue les niveaux totaux de protéines des 
récepteurs via leur dégradation par le protéasome. L’expression de DP, un récepteur 
retenu en majeure partie au RE, promeut le recrutement du protéasome par JAMP. La 
dégradation des deux récepteurs via JAMP est augmentée lorsque RNF5 est déplétée. Nos 
données suggèrent que RNF5 régule la synthèse de RCPG spécifique par l’ubiquitination 








The maturation and folding of G protein-coupled receptors (GPCRs) are governed by 
mechanisms that remain poorly understood. In an effort to characterize these biological 
events, we optimized a novel, gel-free proteomic approach to identify partners of the 2-
adrenergic receptor (2AR). In addition to a number of known interacting proteins such as 
heterotrimeric G protein subunits, this allowed us to identify proteins involved in 
endoplasmic reticulum (ER) quality control of the receptor. Among 2AR-associated 
proteins is Ring finger protein 5 (RNF5), an E3 ubiquitin ligase anchored to the outer 
membrane of the ER. Co-immunoprecipitation assays confirmed, in a cellular context, the 
interaction between RNF5 and the 2AR as well as the prostaglandin D2 receptor (DP). 
Confocal microscopy revealed that DP co-localized with RNF5 at the ER. Co-expression of 
RNF5 with either receptor increased levels of their expression, whereas siRNA-mediated 
knockdown of endogenous RNF5 promoted the opposite. RNF5 did not modulate the 
ubiquitination state of 2AR or DP. Instead, RNF5 ubiquitinated JNK-associated membrane 
protein (JAMP), a protein that recruits the proteasome to the ER membrane and that is 
negatively regulated by RNF5-mediated ubiquitination. JAMP co-immunoprecipitated with 
both 2AR and DP, and decreased total receptor protein levels through proteasomal 
degradation. Expression of DP, a receptor largely retained in the ER, promoted 
proteasome recruitment by JAMP. Degradation of both receptors via JAMP was increased 
when RNF5 was depleted. Our data suggest that RNF5 regulates the turnover of specific 







Several lines of evidence suggest that the assembly of core molecules comprising GPCR 
signaling complexes, i.e. receptor, G proteins and effectors (R/G/E) occurs during 
biosynthesis in the endoplasmic reticulum (ER) and these complexes are subsequently 
trafficked to the plasma membrane (Denis J. Dupré, 2008; Dupré et al., 2007; Dupré et al., 
2006; Gales et al., 2005; Gales et al., 2006; Lavine et al., 2002; Nobles et al., 2005). Using 
biochemical and biophysical approaches, we noted interactions between 2AR-Gβγ (Dupré 
et al., 2006), 2AR-adenylyl cyclase (AC) (Dupré et al., 2007) and Gβγ-adenylyl cyclase 
(Dupré et al., 2007) occurred at the level of ER and that blocking anterograte traffic with 
dominant negative versions of Rab1 and Sar1, did not alter these interactions (Dupré et 
al., 2007; Dupré et al., 2006). Moreover, increasing evidence suggests that GPCRs form 
homo- and heterodimers in the ER (Floyd et al., 2003; Issafras et al., 2002; Marshall et al., 
1999; Overton et Blumer, 2002; Terrillon et al., 2003), including the 2AR (Salahpour et al., 
2004). Thus the ER environment plays a critical role in assembly of these components into 
specific complexes necessary for GPCR signaling events. We believe that these assemblies, 
containing unique complexes of receptors, G proteins and effectors may ultimately be 
responsible for distinct signaling events, even in the same cell. We hypothesize that GPCR 
complex assembly is driven by chaperones in the ER and other subcellular compartments. 
Thus, the main objective of this study was to identify novel interacting partners of GPCRs 
in the ER and to characterize interactions mediating GPCR signaling complex assembly 
with a view towards understanding their physiological roles in receptor signaling. In order 
to identify novel interacting partners, we first developed a method to evaluate receptor 
interactomes without either 1- or 2-D gels. We used heterologous expression which 
increased the amount of receptors in the ER in our initial screen. Following successful 
purification and mass spectrometry analysis, we identified several ER-resident proteins 
implicated in ERAD as interactors of the 2AR. 
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ERAD is a quality control system known canonically for detection of misfolded proteins in 
the ER. Proteins that fail to fully mature or to attain their native conformation are labeled 
and targeted for degradation. The key steps of this highly regulated mechanism are: 1) 
substrate recognition, 2) ubiquitination of the substrate by ubiquitin ligases at the 
cytosolic face of ER, 3) extraction of the substrate from the ER and finally 4) targeting for 
proteasomal degradation (Hegde et Ploegh, 2010). Like other multi-spanning proteins, 
GPCRs are subject to ER quality control. Immature receptors are detected because they 
may expose hydrophobic patches, hydrophilic residues within a transmembrane domain 
or unpaired cysteines(Vembar et Brodsky, 2008). However, very little data exists regarding 
the involvement of ERAD in GPCR quality control. Recent studies have demonstrated that 
the bradykinin type 1 receptor (B1R) (Haack et al., 2010), thyrotropin-releasing hormone 
receptor (TRHR) (Cook et al., 2003), olfactory receptor mOREG (Lu et al., 2003), rhodopsin 
(Illing et al., 2002), calcium-sensing receptor (Huang et al., 2006), as well as the -opioid 
receptor and -opioid receptor (Petäjä-Repo et al., 2001) can be ubiquitinated and 
degraded by the proteasome during the export process.  
In the present study, we examined quality control of two GPCRs. The 2AR is a Gs-
coupled receptor involved in smooth muscle relaxation, bronchiolar dilation (Kotlikoff et 
Kamm, 1996), muscle vasorelaxation and increased heart rate and inotropy (Ecker et al., 
2006). When expressed in HEK 293 cells, 2AR are well expressed at the plasma 
membrane although some receptors remain trapped in the ER, indicating that a well 
folded, matured and transported receptor must traverse the entire secretory pathway. 
However, the balance of ER to surface GPCRs varies depending on the receptor studied. 
We showed that the DP receptor for prostaglandin D2 (DP) is largely retained in the ER, 
with reduced cellular membrane expression compared to other GPCRs (Parent et al., 
2010). Like the 2AR, DP is also coupled to Gs and has functions in mediating 
vasodilation, relaxation of smooth muscles, inhibition of apoptosis and inhibition of cell 
migration (Nagata et Hirai, 2003).  
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RNF5 is an E3 ubiquitin ligase anchored to the cytosolic face of the ER via its C-terminal 
domain. The “Really Interesting New Gene” (RING) domain confers ligase activity for 
substrate ubiquitination (Joazeiro et Weissman, 2000). RNF5 ubiquinates various 
substrates with different types of ubiquitin chains leading to diverse functional 
consequences. For example, paxillin Lys-63-linked poly-ubiquitination decreases its 
localization at focal adhesions. The cytoplasmic redistribution of paxillin by RNF5-
mediated ubiquitination results in inhibition of cell motility (Didier et al., 2003). Moreover, 
RNF5 mediates Lys-63 poly-ubiquitination of JAMP, a seven-transmembrane protein 
expressed at the ER that facilitates degradation of misfolded proteins through its ability to 
recruit the proteasome and other ERAD components (Tcherpakov et al., 2008). RNF5 can 
also play degradative roles when it ubiquitinates substrates with Lys-48-linked chains. It 
has been implicated in the clearance of cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator (CFTR), a twelve- transmembrane helix containing cell surface chloride channel, 
in mammalian cells (Morito et al., 2008; Younger et al., 2006). More recently, the protein 
pendrin, a transmembrane chloride/anion exchanger, was shown to be degraded in a 
RNF5-dependent manner (Lee et al., 2012).  RNF5 thus appears to be a key factor in 
facilitating degradation of transmembrane proteins at the ER level. Folding and quality 
control mechanisms of GPCRs at the ER level are poorly understood. In this study, we 
devised and optimized a new gel-free method to identify GPCR-interacting partners. We 
identified RNF5 and JAMP as new regulators of GPCR expression and degradation.   
 




The TAP-2AR construct was generated by PCR amplification of human 2AR from the HA-
2AR construct (generated in our laboratory and verified by sequencing) using the 
following primers: Fwd: 5’-GTAAGAATTCATGGGGCAACCCGGGAAC-3’, Rvs:5’-
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GCTGGATCCTTACAGCAGTGAGTCATTTG -3’. The resulting PCR fragment was cloned using 
BamHI and EcoRI into pIRESpuro-GLUE vector (Angers et al., 2006). The Flag-β2AR 
construct was generated by PCR using TAP-2AR as template and the following primers. 
The forward primer contained NheI, Kozak and Flag sites: 5’-
GCAGCTAGCGCCACCATGGATTATAAGGACGATGACGATAAGATGGGGCAACCCGGGAAC-3’ 
and the reverse primer contained BamHI site 5’-CGTGGATCCTTACAGCAGTGAGTCATTTG-
3’. PCR products were digested with NheI/BamHI and subcloned into pIRES-puro vector. 
This construct was verified by sequencing (Génome Québec, Montréal, QC). Cre-LUC 
constructs for gene reporter assays were generously provided by Dr. Jana Stankova 
(Université de Sherbrooke, Québec). The gp78-Flag construct was a gift of Dr. Yihong Ye 
(National Institute of Diabetes and Digestive Kidney Diseases, Bethesda, MD). Flag-RNF5 
was obtained from Dr. Douglas Cyr (University of North Carolina at Chapel Hill, USA). The 
VCP-myc construct was obtained from Dr. Ron Kopito (Stanford University, Stanford, CA). 
Flag-Gβ1-5, Gαs-EE and HA-Gγ2 were obtained from the UMR cDNA Resource Center 
(www.cdna.org). Exchange protein activated by cAMP, EPAC, tagged with Renilla 
luciferase at its C-terminus and tagged with citrine GFP at its N-terminus was  validated 
previously (Masri et al., 2008), and was obtained from Dr. Ali Salahpour (University of 
Toronto, Ontario). This EPAC construct was used for BRET studies. The Flag-DP construct 
was cloned by PCR amplification from the HA-DP (34) construct using the following 
primers: Fwd: 5’- ATCGGAATTCAAGTCGCCGTTCTACCGCTGCC-3’, RVS: 5’- 
GCATCTCGAGTCACAGACTGGATTCCATG-3’. PCR products were inserted in our pcDNA3-
Flag vector (Parent et al., 1999) by digesting with EcoRI and XhoI. RNF5 was cloned by RT-
PCR using template RNA extracted from leukocyte cell library. The resulting PCR fragment 
was introduced in the pcDNA3-Flag vector. HA-JAMP cDNA coding sequence was amplified 
by PCR and inserted into pcDNA3-HA vector (generated in our lab). All constructs were 




4.3.3.2 Reagents and Antibodies 
 
All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO), unless stated otherwise. 
The following antibodies were used in this study with appropriate dilutions: monoclonal 
anti-HA from raw ascites (Covance, purchased from Cedarlane Labs (Hornby, ON, Canada)) 
1:3000, polyclonal Anti-Flag 1:1000, polyclonal Anti-ERK/p44/42(T202/Y204, Cell Signaling 
Technology, Denver, MA) 1:1000, polyclonal anti-Gβ (T-20, Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) 1:1000, polyclonal anti-RNF5 (Abcam, Cambridge, MA) 1:1000, polyclonal 
anti-β2AR (H-73, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 1:200, monoclonal anti-β-
tubulin (Invitrogen, Burlington, ON) 1:3000, monoclonal anti-GAPDH (Ambion, Streetsville, 
ON) 1:20 000, HRP-linked FK2 monoclonal antibody 1:5 000 (Enzo life Sciences, Burlington, 
ON), HRP-conjugated anti-mouse 1:5000, anti-myc (Covance) 1:3000, and anti-rabbit 
secondary antibodies 1:20 000 (Sigma). Polyclonal anti-ERK-CT (used 1:1000) was 
generously provided by Dr. Bruce Allen (Montréal Heart Institute, Montréal, QC). VCP 
siRNA (J-008727-09, VCP) and control siRNA #5 (D-001210-05-05) were purchased from 
Dharmacon (Lafayette, CO) while RNF5 siRNA(s12078) was purchased from Ambion. MG-
132 was purchased from Calbiochem (San Diego, CA). PGF2α was purchased from Cayman 
(Ann Arbor, MI). Epoxomicin was purchased from EMD Millipore (Calbiochem) distributed 
by VWR. 
 
4.3.3.3 Cell Culture and Transfection 
 
HEK 293 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) high glucose 
(Invitrogen) supplemented with 5% fetal bovine serum (Hyclone laboratories, South 
Logan, UT), penicillin and streptomycin (Wisent) at 37C with 5% CO2. Stably expressing 
TAP-2AR and Flag-2AR in HEK 293 cells were selected with 1 g/ml puromycin 
(InVivoGen, San Diego, CA). HA-FP stably expressed in HEK 293 cells were used as 
previously described (Goupil et al., 2010). Cells plated in 6-well plates or in T75 flasks were 
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transfected at approximate 70% confluency with either 1 g of total DNA per one well or 5 
g of DNA per one T75 flask using Lipofectamine 2000 as described by the manufacturer 
(Invitrogen). For transfections with siRNA, 30 nM of siRNA was transfected using 5 l of 
Lipofectamine 2000 as described by the manufacturer per well in a 6-well plate or using 
30 l of Lipofectamine 2000 per T75 flask. For gene reporter assays the transfection 
reagent used was polyethylenimine (PEI, Polyscience, Warrington, PA ). PEI (1mg/ml) was 
used at 1:3 ratio with the DNA. Experiments were performed after 48 hours in the case of 
DNA transfections and after 72 hours for the siRNA transfected cells. 
 
4.3.3.4 Cell Lysis 
 
Total cell lysates: TAP-2AR, Flag-2AR or HA-FP stably expressing HEK 293 cells were 
grown in 6 well plates. Following transfections and/or treatments indicated in the text, 
cells were washed twice with phosphate-buffered saline solution (PBS 1X, 137 mM NaCl, 
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mmol KH4PO4, pH 7.4) and resuspended in 300 l of lysis 
buffer containing (0.5% n-dodecyl-β-D-maltoside (DDM), 25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 140 mM 
NaCl, 2 mM EDTA, trypsin inhibitor 5 g/ml, benzamidine 10 μg/ml and leupeptin 5 
μg/ml). Cell lysis was allowed to proceed overnight at 4C with gentle rocking. The next 
day, cell lysates were clarified with a 8 000 x g centrifugation for 30 minutes, following 
Bio-Rad protein assay (Mississauga, ON) to determine protein concentration, 25 μg of 
proteins were used for western blot analysis. 
Crude Membrane Preparations: One T175 flask of confluent native HEK 293 cells, stably 
expressing TAP-2AR or Flag-2AR was grown per condition for small scale purifications. 
Once protocols were optimized, larger scale purifications were performed using 8 T175 
flasks either stably expressing TAP-2AR, Flag-2AR or native HEK 293 cells. All steps were 
performed on ice using chilled solutions. Cells washed on plates with PBS 1X were pelleted 
by 1000 x g centrifugation for 5 min and lysed in 10 ml of lysis buffer (Tris 5mM pH 7.4, 
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EDTA 2mM, protease inhibitor cocktail (trypsin inhibitor 5 μg/ml, benzamidine 10 μg/ml, 
leupeptin 5 μg/ml). Samples were then homogenized with a Polytron (Ultra Turrax T18 
basic, IKA) with 2 bursts for 10 seconds each at 50% maximal setting. Cellular debris was 
cleared with 1000 x g spin and the supernatant was collected from which crude 
membranes were pelleted by a 30,600 x g centrifugation for 20 min. 
 
4.3.3.5 Subcellular Fractionation  
 
One T75 flask of native HEK 293 cells, TAP-2AR, Flag-2AR or HA-FP stable cells were 
grown to 70% confluency when transfected or to 100% confluency when treated as 
indicated in the text. Cell lysis was followed as for crude membrane preparation with the 
following modifications. After cell lysis and cellular debris was cleared, total membranes 
were pelleted by a 100,000 x g centrifugation for 60 min. The supernatant was collected 
and represents the cytosolic fraction. The 100,000 x g pellet was washed twice with lysis 
buffer and resuspended in 500 μl of solubilization buffer containing 0.5% n-dodecyl β-D-
maltoside (DDM), 75 mM Tris-HCl pH 8.0, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl2, and the protease 
inhibitor cocktail mentioned above, overnight at 4C on a rocker. The next day, insoluble 
fractions were separated from solubilized membranes by a 20 min spin at 40,000 x g, 
following protein quantification using the Bradford assay (Bio-Rad), 25 μg of the sample 
was kept for western blot analysis. 
 
4.3.3.6 Gene Reporter Assays 
 
For gene reporter assays, TAP-β2AR, Flag-β2AR stably expressing HEK 293 cells were grown 
to approximately 70% confluency in 6-well plates and transfected with 0.5ug of Cre-Luc 
reporter constructs using 1.5 g of PEI per condition. 48 hours later, cells were treated 
with either 1 μM isoproterenol (100 μM stock solution was prepared in 100 μM ascorbic 
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acid solution diluted in DMEM, 0.1 μM ascorbic acid diluted in DMEM or with DMEM for 6 
hours. At the end of the treatment, cells were washed twice with PBS 1X, resuspended in 
250 μl of lysis buffer (0.1 M potassium phosphate buffer, 1% Triton X-100, 1mM DTT, 
2mM EDTA) for 15 minutes on a rotator at 4oC. Non-solubilized material was removed by 
100,000 x g centrifugation for 5 seconds and cell lysates were collected. Cre-Luc activity 
was measured using 20 µl of lysate that was distributed into 96-well containing 100 µl of 
assay buffer  (30 mM Tricine, 2 mM ATP, 15 mM MgSO4, 10 mM DTT, 1 mM D-Luciferin, 1 
mM CoA) that was added to each well prior to reading the measurements. Luciferase 
activity measurements were taken for 30s using a Synergy 2 microplate reader (Biotek). 
Raw luminescence values were normalized to luminescence values obtained in the 
untreated condition, resulting in fold-induction values. 
 
4.3.3.7 Soluble Ligand-Binding Assay 
 
One T75 of TAP-β2ARs stably expressing HEK 293 cells were grown to confluency. Cells 
were washed three times on plates with PBS 1X and were pelleted by 1000 X g 
centrifugation for 5 minutes and lysed in 10 ml of lysis buffer (Tris 5mM pH 7.4, EDTA 
2mM, protease inhibitor cocktail (trypsin inhibitor 5 μg/ml, benzamidine 10 μg/ml, 
leupeptin 5 μg/ml). Samples were then homogenized with a Polytron (Ultra Turrax T18 
basic, IKA) with 2 bursts for 10 seconds each at 50% maximal setting. Cellular debris was 
cleared with 1000 X g spin and the supernatant was collected from which crude 
membranes were pelleted by a 30,600 X g centrifugation for 20 minutes. Crude 
membrane preparations were resuspended in 500 μl of binding buffer (50mM Tris-HCl pH 
7.4, 3mM MgCl2).  Membranes were homogenized using an all-glass Potter-Elvehjem 
homogenizer. Following protein quantification using Bradford assay (Bio-Rad), 20 μg of 
solubilized membranes were incubated with 450,000 cpm equivalent of 125I-CYP 
(PerkinElmer) in the presence or absence of 0.5 mM alprenolol in a total volume of 500 μl 
of binding buffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH7.4, 0.05% of DDM, 2 mM EDTA). 
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Binding was allowed to proceed for 90 minutes at room temperature. Post incubation, 
samples were applied onto columns containing G-50 Sephadex (pre-packed and 
equilibrated with binding buffer, GE Healthcare). Columns were eluted six times with 500 
μl of the binding buffer and six individual fractions were collected in counting vials. 
Radioactivity in different fractions was counted using γ-counter (Packard, Cobra II gamma) 
for 1 minute. 
 
4.3.3.8 Lance Ultra cAMP Assay 
 
The detection of cAMP levels in HEK 293 cells was performed using the Lance Ultra cAMP 
detection kit (PerkinElmer) assay as described by the manufacturer. In this assay, HEK 293 
cells were plated in 6-well plates and transfected with 30 nM of VCP siRNA or control 
siRNA or pre-treated with either 10 μM MG-132 or 0.1% DMSO diluted in DMEM. 72 hours 
post-transfection or 5 hours after the treatments the cells were resuspended in 4.0 ml of 
assay buffer from which 5 μl was distributed in 96 well Opti-plate containing 5 μl of 
various concentrations of isoproterenol (stock prepared in 100 μM ascorbic acid solution), 
or with 0.100 μM ascorbic acid as control. Treatments were performed in triplicates. The 
rest of the protocol was performed as described by the manufacturer. Briefly, the cells 
were incubated at room temperature for 30 minutes and then 5 μl of the europium 
chelate (Eu)-cAMP tracer molecule followed by 5 μl of ULight-labeled anti-cAMP 
monoclonal antibody (mAb) was added per well and incubated for an hour at room 
temperature. cAMP produced by cells as a result of agonist stimulation competes for 
binding of the ULight-labeled anti-cAMP monoclonal antibody.  Using the Synergy2 plate 
reader, cells were irradiated with a 340 nm light in order to excite the donor molecule. 
The excited acceptor molecule via FRET then emits fluorescent signal detectable in Tr-
FRET mode. This signal was detected by Synergy2 with 665 nm filer for 10 milliseconds. Tr-
FRET obtained in cells treated with vehicle (ascorbic acid) was used as basal level of cAMP 




4.3.3.9 EPAC Assay 
 
HEK 293 cells were plated onto 6-well plates at least 24 hours prior to transfections. The 
cells were transfected with 3 μg of EPAC construct and 30 nM of VCP siRNA or control 
siRNA using 5 μl of Lipofectamine 2000. 72 hours post transfection, the cells were washed 
twice with PBS 1X and and resuspended in 500 μl of PBS 1X. 80 μl of the cell suspension 
was distributed in 96-well Opti-plate and left to incubate for 2 hours at room 
temperature. After 2 hours, the cells fluorescence was measured by the Synergy2 reader. 
Immediately after reading the fluorescence, the cells were treated with 10 μl of 10X 
coelenterazine h (final well concentration 50 μM) and total luminescence and BRET ratios 
were collected for 5 minutes by Synergy2 reader. Average of these BRET ratios represents 
basal BRET of the cells. The cells were then treated with 10μl of 10X isoproterenol 
prepared in 100 μM of ascorbic acid solution (final well concentration of isoproterenol 10 
μM) or with 10μl of 100 μM ascorbic acid (vehicle condition) and BRET ratios were read 
for 30 minutes. Upon completion of the assay, the final five BRET readings were averaged 
and they represent the final average BRET. The net BRET for agonist or vehicle treatment 
was calculated by subtracting basal BRET from the final average BRET. The ΔBRET for each 
transfection (VCP siRNA or control siRNA) was then calculated by subtracting the net BRET 
of agonist from respective net BRET of vehicle. 
 
4.3.3.10 MAPK assays 
 
Untransfected HEK 293, stably expressing TAP-β2AR, Flag- β2AR or HA-FP HEK 293 cells 
were plated onto 6-well plates at least 24 hours prior to treatments or transfections. 
Native HEK 293 cells were treated or transfected as indicated in the text prior to MAPK 
assays. Stably expressing TAP-β2AR, Flag-β2AR cells or HEK 293 cells post-treatments or 
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transfections, as indicated in the text, were serum starved for one hour and kept at 37o C, 
after they were treated with 10 μM isoproterenol (stock prepared in 100 μM ascorbic acid 
solution) diluted in DMEM or with 0.1 μM ascorbic acid diluted in DMEM (vehicle) or with 
DMEM for 5 minutes. In the case of stably expressing HA-FP HEK 293 cells, these cells 
were transfected with 30 nM of VCP siRNA or 30 nM control siRNA, 72 hours later the cells 
were serum starved for an hour and incubated with 1 μM of PGF2α (prepared in ethanol) 
diluted in DMEM or with 0.1% ethanol diluted in DMEM for 5 minutes. For all conditions, 
the cells were then washed twice with PBS 1X and lysed in 200μl of 4X loading buffer. 
Lysates were sonicated three times and 40 μl of the lysates was used for SDS-PAGE 
analysis. 
 
4.3.3.11 Tandem Affinity Purification and Mass Spectrometry 
 
Small-scale crude membrane preparations were resuspended in 500 μl-1.0 ml of 
solubilization buffer containing 0.5% DDM mentioned above. Large-scale crude membrane 
preparations were resuspended in 8 ml of 0.5% DDM containing solubilization buffer. 
Resuspended membranes were incubated on a rocker overnight at 4C. The next day, 
insoluble fractions were separated from solubilized membranes by a 20 min spin at 40,000 
x g. For Western blot analysis, 25 μg of solubilized crude membranes were kept prior to 
the purification (Fraction A). The rest of the solubilized membranes were incubated with 
100 μl of pre-washed streptavidin-Sepharose beads (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 
overnight on a rocker at 4C. After incubating beads with solubilized membranes, the 
supernatant was collected and 50 μl was kept aside for SDS-PAGE analysis (Fraction B) to 
determine binding efficiency to the beads. The beads were washed three times with 500 
μl of solubilization buffer followed by 4 washes (250 μl each) with calmodulin binding 
buffer (50 mM HEPES-NaOH pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM MgOAc, 1 mM imidazole, 0.5% 
DDM, 2 mM CaCl2). Retained proteins were eluted with 250 μl of streptavidin elution 
buffer (calmodulin binding buffer plus 10 mM D-Biotin) and 40 μl was subjected to SDS-
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PAGE analysis to determine elution efficiency (Fraction D). The elution efficiency was 
verified by washing the beads post-elution and analyzing 50 μl of this wash by SDS-PAGE 
(Fraction E). The streptavidin elution was then incubated with pre-washed calmodulin-
sepharose beads (GE Healthcare) for 3-4 hours at 4C with shaking. Beads were then 
centrifuged for 2 minutes at 200 x g. The resulting supernatant was kept and binding 
efficiency was analyzed by SDS-PAGE (Fraction F). The beads were then washed 3 times 
with 1 ml calmodulin binding buffer and resuspended in 250 μl of calmodulin rinsing 
buffer (50 mM ammonium bicarbonate pH 8.0, 75 mM NaCl, 1 mM MgOAc, 1 mM 
imidazole, 2 mM CaCl2, 0.5% DDM). Resuspended beads were transferred to BioRad spin 
columns (BioRad) placed over a microcentrifuge tube, and another wash was performed 
with 250 μl of rinsing buffer. Efficiency of tagged receptor binding to calmodulin beads 
was further analyzed by SDS-PAGE of this wash (Fraction G). The final elution was 
performed by sequentially applying 100 μl of calmodulin elution buffer (50 mM 
ammonium bicarbonate pH 8.0, 25 mM EGTA, 0.5% DDM) to the column and incubating 
the beads at room temperature for 5 minutes. The eluate was collected following a 200 x 
g centrifugation. Beads were then washed twice with 100 μl of calmodulin rinsing buffer. 
To verify elution efficiency 20 μl of the final elution (Fraction H/I) and 50 μl of the final 
wash (Fraction J) was analyzed by SDS-PAGE.  The rest of the eluted proteins were 
reduced by incubation with 25 mM DTT for 40 minutes at 55C followed by alkylation with 
100 mM iodoacetamide for 20 minutes at room temperature. Samples were then 
lyophilized by vacuum centrifuge to a volume of 30 μl. In order to remove detergent and 
digest eluted proteins prior to MS analysis, samples were processed by filter-aided sample 
preparation (FASP) as described in (Puig et al., 2001) with slight modifications. Briefly, 
lyophilized samples were mixed in Microcon YM-10 (Millipore, Billerica, MA) filter units 
with 200 μl of 8 M urea in 0.1 M Tris/HCl pH 8.5 and centrifuged for 40 minutes at 14,000 
x g followed by another addition of 100 μl with another cycle of centrifugation. The next 
two cycles of washes were performed with 100 μl of 8 M urea in 0.1 M Tris/HCl pH 8.0. 
The filter unit was then transferred onto a new microcentrifuge tube and retained 
proteins were digested with addition of 1.2 μg proteomics grade trypsin diluted in 120 μl 
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of 0.05 M ammonium bicarbonate pH 8.0 to the filter unit and gently shaken for 1 minute. 
Protein digestion was allowed to proceed at 37C in a humidified chamber overnight. The 
following day, filter units were centrifuged 14,000 x g for 40 minutes and the eluates 
containing digested peptides were collected. To ensure that most of the peptides were 
collected 50 μl of 0.5 M NaCl was added to the filter unit and the eluate obtained after 
14,000 x g centrifugation for 20 minutes was combined with the first elution. Eluted 
peptides were then desalted and acidified prior to MS analysis as described (Puig et al., 
2001) using 3M Empore HP Extraction disk cartridges (C18-SD). As a result, the final 
elution contained peptides in a 70% CH3CN solution that was then lyophilized to dryness. 
The resulting peptide mixture was analyzed by liquid chromatography-tandem MS (LC-
MS/MS) using a LTQ-XL Linear Ion Trap Mass spectrometer (Thermo Scientific). The 
acquired tandem mass spectra were searched against a FASTA file containing the human 
NCBI sequences using a normalized implementation of SEQUEST running on the Sorcerer 
platform (Sage-N Research). The resulting peptide identifications were filtered and 
assembled into protein identifications using peptide and protein prophets (Institute of 
Systems Biology, Seattle) (Ahmed et al., 2010; Angers, 2008). 
 
4.3.3.12 FLAG-based purification for MS Analysis 
 
Small-scale crude membrane preparations were resuspended in 500 μl-1.0 ml, large-scale 
crude membrane preparations were resuspended in 8 ml of solubilization buffer 
containing 1% n-octyl-β-D-glucoside ((OG, octylglucoside), 75 mM Tris-HCl pH 8.0, 2 mM 
EDTA, 5 mM MgCl2, protease inhibitor cocktail)) of which 40 μl was kept for SDS-PAGE 
analysis. The remainder of the solubilized membranes were incubated with washed 100 μl 
of anti-FLAG monoclonal agarose beads overnight at 4C on a rocker. The next day, beads 
were washed three times with 500 μl of solubilization buffer and transferred onto Bio-Rad 
spin columns (BioRad) and washed twice with 100 μl of rinsing buffer (50mM ammonium 
bicarbonate (pH 8.0), 75 mM KCl). The beads were incubated twice with elution buffer, 0.1 
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M glycine pH 3.0 solution (100 μl) for 5 minutes at room temperature and 20 μl of this 
elution was analyzed by SDS-PAGE. The rest of eluate was reduced with 25mM 
dithiothreitol for 40 min at 60C and alkylated by treatment with 100 mM iodoacetamide 
or 20 minutes in the dark. The eluate was then incubated with 4 μl of 1 μg/μl proteomics 
grade trypsin stock solution prepared in 0.1 M HCl solution at 37C overnight. Detergent 
was removed from the peptide solution by water-saturated ethyl acetate extraction 
described in (48). Purified peptides were lyophilized until dryness. 
 
4.3.3.13 Immunoprecipitation and Streptavidin Bead Purification 
 
TAP-2AR, Flag-2AR stably expressing HEK 293 cells or native HEK 293 cells were grown in 
1 T75 flask. Following either treatments or transfections as indicated in the text, cells were 
fractionated as described above. Solubilized membranes and the cytosolic fraction 
resulting from 100,000 x g centrifugation were subjected to protein quantification (Bio-
Rad), 25 μg of protein samples were kept for western blot analysis representing the input 
prior to immunoprecipitation or streptavidin bead purifications. In all cases, 500 μg of 
solubilized membranes or cytosolic fractions were applied to 40 μl of pre-washed with 
appropriate buffer anti-FLAG monoclonal agarose beads or to 40 μl of streptavidin-
Sepharose beads (GE Healthcare) and incubated overnight at 4C on a rocker. The next 
day, the supernatant was removed and the beads were washed three more times with 
solubilization buffer (for membranes) or lysis buffer (for cytosolic fractions). In order to 
elute proteins from FLAG-monoclonal agarose beads, beads were washed once with 1x 
Tris-buffered saline (TBS) solution (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) and incubated 
30 min with 100 μl of elution buffer containing 150 ng/μl Flag peptide in 1x TBS, the 
supernatant obtained was then transferred to new tubes. In the case of streptavidin-
sepharose beads, the elution was performed by adding 100 μl of 4x loading buffer and 
heating the sample for 15 min at 65C. 50 μl of eluates were analyzed by SDS-PAGE and 
western blot analysis. 
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In some cases, HEK 293 cells were transiently transfected with the indicated constructs 
and maintained as described above for 48 h in 60 mm petri dishes. Cells were washed with 
ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and harvested in 200 µl of lysis buffer (150 mM 
NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 1% Igepal, 0.5% sodium-deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mM 
Na4P2O7, and  5mM EDTA) supplemented with protease inhibitors (9 nM pepstatin, 9 nM 
antipain, 10 nM leupeptin, and 10 nM chymostatin (Sigma-Aldrich)). For ubiquitination 
assays of GPCR and JAMP, the following conditions were used as described in (Berthouze 
et al., 2009; Martin et al., 2003; Shenoy et al., 2009; Xiao et Shenoy, 2011). Briefly, cells 
were lysed in a buffer containing 50 mM HEPES pH 7.5, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.5% 
Igepal, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 10% glycerol, 10 mM NEM and 
supplemented with the same protease inhibitors. NEM is used to inhibit the activity of 
deubiquitinating enzymes (Marchese et Benovic, 2004). After incubation in lysis buffer for 
60 min at 4C, lysates were cleared by centrifugation for 20 min at 14 000 r.p.m. at 4C. 
Lysates were brought to equal protein concentration following protein dosage with the DC 
protein assay kit (cat. 500–0112, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and 1 µg of specified 
antibody was added to between 500 and 1000 µg of supernatant, depending on the 
experiment. Immunoprecipitation were carried out overnightat at 4C. The next day, 30 µl 
of 50% protein G-agarose was added, followed by 1 h incubation at 4C. For preoteasome 
assays, the cells were suspended in a buffer containing 50 mM Tris, pH 7.4, 10% glycerol, 
150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM ATP and 1 mM PMSF supplemented with protease 
inhibitors (9 nM pepstatin, 9 nM antipain, 10 nM leupeptin, and 10 nM chymostatin). The 
samples were sonicated, centrifugated and incubated with 1 g of antibody for 2 h 
followed by 2 h incubation with 30 µl of protein G-agarose. Samples were then 
centrifuged for 1 min and nonspecific binding was eliminated by repeated washes with 1 
ml of lysis buffer. Immunoprecipitated proteins were eluted by the addition of 40 µl of 
SDS sample buffer followed by a 30 min incubation at 37C. Initial lysates and 





4.3.3.14 Confocal Immunofluorescence Microscopy 
 
HEK 293 cells were seeded in 6-well plates and transfected the following day with HA-DP 
or Flag-DP alone or in combination with Flag-RNF5 and HA-JAMP. The next day, cells were 
transferred onto 25-mm glass coverslips coated with 0.1 mg/ml poly-L-lysine and allowed 
to attach overnight under normal growth conditions. Cells were then fixed with 4% 
paraformaldehyde in PBS for 10 min at room temperature and washed 3 times with PBS, 
permeabilized 20 min with 0.1% Triton X-100 in PBS and blocked with 0.1% Triton X-100 in 
PBS containing 5% nonfat dry milk for 30 min at room temperature. Cells were incubated 
with primary antibodies (monoclonal anti-HA or anti-FLAG) diluted in blocking solution for 
60 min at room temperature. Cells were washed twice with 0.1% Triton X-100 in PBS, 
blocked again with 0.1% Triton X-100 in PBS containing 5% nonfat dry milk for 30 min at 
room temperature and incubated with Alexa Fluor-labelled anti-mouse and anti-rabbit 
antibodies diluted in blocking solution (1:200) for 60 min at room temperature. The cells 
were washed twice with permeabilization buffer, twice with PBS, and coverslips were 
mounted using Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). Confocal microscopy 
was performed using a scanning confocal microscope (FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) 
coupled to an inverted microscope with a 63x oil immersion objective (Olympus) and 
images were processed with FluoView software (Olympus).  
 
4.3.3.15 SDS-PAGE and Western Blotting 
 
Protein samples were diluted in 4x loading buffer (Tris-HCl pH 6.8, 8% SDS, 40% glycerol, 
bromophenol blue and 5% β-mercaptoethanol) and heated to 65C for 15 min prior to 
analysis by SDS-PAGE using 10% acrylamide gels. Following electrophoresis, proteins were 
transferred onto activated PVDF membranes (BioRad). In order to minimize nonspecific 
binding, the membranes were blocked with 5% milk dissolved in TBS 1x-0.1% Tween 
solution for 1 h at room temperature except when HRP-linked FK2 monoclonal antibody 
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was used in immunoblot analysis, then the blocking was performed with 3% BSA dissolved 
in TBS 1x -0.1% Tween. Membranes were then incubated overnight at 4C with the 
appropriate dilution of primary antibodies as indicated in the Reagents and Antibodies 
section above. Following overnight incubation, membranes were washed three times with 
TBS 1x-0.1% Tween solution and incubated with appropriate HRP-coupled secondary 
antibodies and left to incubate 1 h at room temperature. Following three washes with TBS 
1X-0.1% Tween solution, proteins were then visualized with ECL Plus (PerkinElmer).  
 
4.3.3.16 Receptor Cell Surface Expression by ELISA  
 
For quantification of receptor at the cell surface, ELISA assays were performed as 
described previously (Gallant et al., 2007; Lachance et al., 2011; Parent et al., 2010; Parent 
et al., 2001; Parent et al., 1999; Roy et al., 2010). Briefly, HEK 293 cells were seeded at 
7.5x104 cells per well of a 24-well plate pre-coated with 0.1 mg/ml poly-(L)-lysine. Cells 
were then transfected with the DNA constructs coding for the receptors alone or in 
combination with the indicated constructs. Two days later, cells were washed once with 
Tris-buffered saline (TBS: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4). The cells were fixed in 3.7% 
(v/v) formaldehyde/TBS for 5 min at room temperature. Cells were washed three times 
with TBS and non-specific binding blocked with 1% BSA/TBS (w/v) for 45 min. Anti-HA 
specific monoclonal antibody was then added at a dilution of 1:1000 in 1% BSA/TBS for 60 
min. Next, cells were washed three times with TBS and blocked again in 1% BSA/TBS for 
15 min. Incubation with alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse (1:1000 in 1% 
BSA/TBS) was then carried out for 60 min. The cells were washed three times with TBS 
and 250 μl of a colorimetric alkaline phosphatase substrate (p-nitrophenyl-phosphate) 
was added. Plates were then incubated at 37°C until a yellow color appeared 
(standardized at 45 min of incubation). The colorimetric reaction was neutralized by the 
addition of 250 μl NaOH 0.4 N in the well. A 200 μl aliquot was taken and absorbance read 
at 405 nm in 96-well plate using a Molecular Devices Thermo Max microplate reader. Cells 
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transfected with pcDNA3 alone were studied concurrently to determine background. 
Results are shown as the percentage of cell surface expression of receptors when the cells 
were transfected with RNF5 compared with the cell surface expression of the receptors 
when they were transfected with pcDNA3 (100%). 
 
4.3.3.17 Radioligand binding assays 
 
Competition binding curves were performed on total membranes from HEK 293 cells 
transfected with HA-tagged 2AR alone or with Flag-RNF5 using conditions where RNF5 
maximally increased 2AR protein expression (see below in Results). Cells were harvested 
and washed twice in binding buffer (50 mM Tris pH 7.4, 10 mM MgCl2, 150 mM NaCl). The 
cells were then subjected to three freeze-thaw cycles and homogenized in a glass Dounce 
homogenizer. Crude membranes were centrifuged for 10 min at 13,500 RPM and 
resuspended in the same buffer. Binding reactions were carried out with membrane 
preparations containing 50 g of protein in a total volume of 220 l of binding buffer in 
presence of 15 nM 3H-CGP-12177 (Perkin Elmer) and increasing concentrations of 
competing nonradioactive CGP-12177 for 90 min at room temperature. Nonspecific 
binding was determined using 100 M of cold CGP-12177. Reactions were stopped by 
centrifugation for 1 min at 13,500 RPM. Pellets were resuspended with 100 l of binding 








The human 2AR was first tagged with either the TAP tag (containing calmodulin-binding 
protein (CBP), an HA-epitope (HA), TEV cleavage site (TEV) and streptavidin binding 
protein (SBP) tags (Ahmed et al., 2010)) or a Flag tag at its N-terminus (Figure 26a). Stable 
cell lines expressing either construct were generated in HEK 293 cells, referred to as TAP-
2AR and Flag-2AR cells, respectively. The TAP- or Flag-tags into a receptor could 
potentially interfere with its trafficking and function. In order to demonstrate proper 
trafficking and location of the fused receptors, we labelled the stable cells or native HEK 
293 cells with anti-HA or anti-Flag antibodies recognizing the tags of the fused constructs 
and performed confocal immunofluorescence microscopy. We observed specific 
immunofluorescence on the cell surface of both stably expressing cell lines demonstrating 
correct localization of the fused receptors, thus neither tag altered receptor trafficking 
(Figure 26b). The amount of receptors capable of binding radioligand expressed in the 
stable cell lines was determined by binding assays with 3H-CGP12177 radioligand on crude 
membrane preparations were 0.156 ± 0.039 pmol/g (n=3) for stable TAP-β2AR and 3.470 ± 
0.519 pmol/mg (n=3) for Flag-β2AR. Thus, we could control for the effects of receptor 
overexpression by using cell lines expressing different receptor levels. 
Moreover, we demonstrated that the proper function of the receptors is not 
compromised by incubating the stable cell lines with β-adrenergic receptor agonist, 
isoproterenol, which lead to expected activation of adenylyl cyclase pathway and ERK1/2 
phosphorylation. Activation of adenylyl cyclase was demonstrated by induction of cAMP 
response element (CRE)-dependent luciferase reporter (CRE-Luc) transciently expressed in 
these cell lines (Figure 26c) and in native HEK 293 cells (data not shown). Elevated levels of 
cAMP in turn activate PKA which phosphorylates CRE binding protein (CREB) at serine-133 
. Isoproterenol treatment induced no response in native HEK 293 cells (data not shown), a 
2 fold increase in activity compared to untreated conditions in Flag-β2AR stable cell lines 
and a 10 fold increase in TAP-β2AR stable cell lines (Figure 26c upper panel and lower 
panel). The elevated Cre-Luc activity in TAP-β2AR cells compared to Flag-β2AR cells can be 
explained by the different expression levels of the tagged receptors. β2AR is known to 
have a basal activity, in other words the receptor can activate signal transduction 
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pathways in the absence of agonist stimulation. Thus we might expect basal activation of 
Cre-Luc gene reporter in untreated conditions. It was previously demonstrated that an 
increased receptor density linearly correlates with an increased basal activity of adenylyl 
cyclase and production of cAMP. Since the expression level of the receptor in Flag-β2AR 
cells is greater than that of TAP-β2AR cells we would expect an elevated basal activity of 
Cre-Luc gene reporter in these cells, since we normalized the raw data obtained as a result 
of treatments to the raw data obtained in untreated cells, we then should expect a 
decreased Cre-luc fold induction as a result of isoproterenol treatment in Flag-β2AR cells 
compared to TAP-β2AR. To ensure that the activation of Cre-luc was caused by 
isoproterenol treatments, we included a negative control in which we pre-treated both 
stable cells with ascorbic acid solution, a vehicle used for isoproterenol treatments. This 
treatment had no effect on Cre-luc activity in either stable cell line (Figure 26c). Although 
this data demonstrated that the overexpressed receptors in both stable cell lines are able 
to activate adenylyl cyclase in response to isoproterenol treatment, we cannot determine 
the exact proportion of overexpressed receptors that were in fact active. We cannot 
therefore say with absolute certainty that all of the interacting proteins only interact with 
correctly folded receptors- but since we would ultimately use our approach to identify 
compartment-specific interactors throughout the receptor lifecycle, those that do interact 
with unfolded or inactive receptors would be equally important. 
We next assayed the ability of both stably expressing receptors to activate ERK1/2 
MAPK. We demonstrated activation of ERK1/2 as a result of isoproterenol treatment in 
both stable cell lines by immunoblotting for phosphorylated ERK1/2 (Figure 26d). The 
phosphorylated ERK1/2 pattern observed as a result of isoproterenol treatment in both 
stable cell lines was similar to the positive control, HA-β2AR transiently transfected in HEK 
293 cells. Ascorbic acid treatment was used as negative control and no significant 
activation of ERK1/2 was detected in this case. It should be noted that the levels of 
phosphorylated ERK1/2 does not correspond to the expression levels of the receptor in 
either stable cell line and thus these levels cannot be used as quantitative data, this data 
can only be used to determine whether ERK is activated in response to receptor 
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inactivation. In addition, we noticed Flag-β2AR cells had a more sustained ERK1/2 
phosphorylation compared to the TAP-β2AR and HA-β2AR transciently transfected cells 
and this could once again be explained by elevated expression level of the receptor in 
these cells.  In summary these results demonstrate that the TAP or Flag tags did not 
interfere with proper function, structure and location of fused β2AR in stably expressing 
HEK 293 cell lines. 
 
Figure 26  Functional expression of Flag-β2AR and TAP- β2AR in stably transfected HEK 
293 cells. 
A) Schematic representation of TAP- and Flag-tagged receptors. B) Plasma membrane 
localization of the Flag-β2AR and TAP-β2AR was monitored by confocal 
immunofluorescence microscopy on non-permeabilized cells. Receptors were detected 
using either polyclonal Anti-Flag or monoclonal anti-HA antibodies. B) Cre-Luc construct 
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were transfected into either Flag-β2AR or TAP-β2AR stable cell lines, followed by 6 hour 
treatments with 1μM isoproterenol, 0.1 μM ascorbic acid (vehicle), or left untreated. Cells 
were lysed and luciferase activity was measured and normalized to the luciferase activity 
obtained in the untreated condition. C) Transfected HA-β2AR cells, or stably expressing 
Flag-β2AR and TAP-β2AR HEK 293 cells were treated with 10 μM isoproterenol or 0.1 μM 
ascorbic acid (vehicle) for the indicated times. Levels of activated ERK1/2 were visualized 
by immunoblotting phospho-ERK normalized to total ERK levels. Data are representative 
of 3 independent experiments. 
 
Prior to purification, receptors must be extracted from membranes using detergents. The 
selection of detergent is critical for successful purification of signaling complexes since 
soluble receptors must remain correctly folded and retain functional state(s) able to 
interact with other proteins comprising their signaling networks (Linke, 2009). A non-ionic 
detergent, n-octyl-β-D-glucoside (OG), was particularly attractive due to its ability to 
preserve functional properties of purified 2-adrenergic receptors (Cerione et al., 1984; 
Öner et al., 2010) and more importantly it could be completely removed by ethyl acetate 
extraction (Yeung et Stanley, 2001). Unfortunately, OG was not compatible with TAP since 
TAP-2AR receptors solubilized in this detergent were not able to efficiently bind 
streptavidin beads (data not shown), therefore it was only used to generate solubilized 
membrane preparations from Flag-2AR cells and perform subsequent FLAG purifications. 
As an alternative detergent for the TAP protocol, we decided to use N-dodecyl-β-D-
maltoside (DDM) since it is another mild non-ionic detergent known to preserve 2AR 
binding and was previously used in TAP to purify signaling protein complexes associated 
with GPCRs (Daulat et al., 2007). Prior to using this detergent in our TAP protocol, we 
verified that solubilized TAP-2AR could still bind ligand by incubating the DDM-solubilized 
crude membrane preparations of either native HEK 293 cells or TAP-2AR cells with 
saturating concentrations of 125I-CYP in a soluble radioligand binding assay. G-50 
sephadex-column filtration was used to separate free 125I-CYP ligand to that bound to 
solubilized receptor complexes. Specific 2-adrenergic receptor signaling and ligand 
binding was observed for TAP-2AR solubilized membranes (Figures 26 and 27) as opposed 
to native HEK 293 cell membranes in which the free ligand was eluted in later fractions. 
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Preservation of function indicated that the integrity of 2AR structure was conserved 
during membrane solubilization with DDM and therefore this detergent was used for 
subsequent TAP.  
 
Figure 27  TAP-β2AR retains the ability to bind ligand after solubilization. 
Crude membrane preparations with 0.5% DDM of A) native HEK 293 cells and B) TAP-β2AR 
stably expressing HEK 293 cells were subjected to column filtration following 125I-CYP 
binding described in Material and Methods. Data is presented from a single experiment 




4.3.4.2 Purification of TAP-2AR signaling complexes 
 
The work flow for tandem affinity purification of the TAP-2AR is shown schematically in 
Figure 28a. The solubilized membranes of TAP-β2AR cells were subjected to a two-step 
affinity purification. The efficiency of 2AR purification was monitored by western blot 
analysis. The receptor was visualized using anti-HA antibodies and was seen as a sharp 
band at around 65 kDa as expected taking account of the 12 kDa tag. To perform TAP, 
solubilized membranes of TAP-2AR cells were first prepared using 0.5% DDM buffer 
(Figure 28b, lane 1) and the solubilized membrane proteins were incubated with 
streptavidin-agarose beads, following washes that remove most of the contaminants, the 
receptor streptavidin-agarose bead interaction was competed out by biotin-containing 
buffer. The receptor efficiently interacted with the beads during this first step of the 
protocol, as it was absent from the input (solubilized membranes) post streptavidin-
agarose beads and in the washes, monitored by western blot analysis (Figure 28b, lanes 2-
3). The receptor was fully recovered during the first elution (Figure 28b, lanes 4-5) and 
also efficiently bound and eluted from the second affinity purification step using 
calmodulin-sepharose beads (Figure 28b, lane 6-7). The detergent was kept throughout 
the purification procedures in order to maintain structural integrity of the GPCR as well as 
interactions with other partners. Maintenance of GPCR-protein interactions throughout 
the purification procedure was demonstrated by immunobloting for G subunits, known 
interactors of the 2AR (Dupré et al., 2006) in the final elution (from calmodulin beads) 
following TAP. Transfected G1, 2 and 4 subunits tagged with Flag, as well as endogenous 
G co-purified with the receptor following TAP but were not detected under control 
conditions where native HEK 293 cells were also transfected with the same set of G 
subunits (Figure 28c). Co-purification of endogenous G with 2AR demonstrated that our 
TAP procedure is gentle enough to preserve known interactions yet is stringent enough to 
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remove contaminants efficiently since we were not able to detect G in the control 
conditions. 
 
Figure 28  Tandem Affinity Purification of β2AR complexed with Gβγ 
A) Schematic representation of the dual affinity purification protocol TAP. B) TAP-β2AR 
stable HEK 293 cell lines were subjected to TAP and specific fractions throughout the TAP 
procedure were kept for Western blot analysis. Lane 1: Input receptor, lane 2: 
supernatant post-streptavidin beads binding, lane 3: washes post-streptavidin beads 
binding, lane 4: elution from streptavidin beads, lane 5: supernatant post calmodulin 
beads binding, lane 6: washes post-calmodulin beads binding, lane 7: elution from 
calmodulin beads. C) HEK  293 cells or TAP- β2AR stable cell line were transfected with 
either pcDNA3.1, Gβ1-Flag, Gβ2-Flag, Gβ4-Flag all co-expressed with GαsEE and Gγ2-HA to 
reconstitute the heterotrimeric G protein. Following TAP, calmodulin elutions were 
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separated by SDS-PAGE gel, anti-HA antibodies were used to detect receptor and anti-Gβ 
antibody was used to detect levels of endogenous or heterologously expressed Gβ 
subunits from heterotrimeric G proteins. Data are representative of at least two 
independent experiments in each case. 
 
After having validated the TAP protocol, we used a scaled-up crude membrane 
preparation protocol in order to purify sufficient amounts of the receptor and identify less 
abundant 2AR interacting partners. Solubilized membrane proteins were used for the 
TAP protocol and the eluted proteins from calmodulin-sepharose beads were subjected to 
filter-aided sample preparation (FASP), a gel-free method compatible with TAP. This 
technique allows for complete buffer exchange and trypsinization in Microcon YM-10 
concentrators, resulting in detergent-free peptides. To desalt peptides, 3M Empore HP 




Figure 29  Schematic representation of FASP protocol 
1. Final elution from calmodulin beads following scaled-up TAP protocol was applied on 
top of YM-10 microcon concentrator which contains a YM membrane that retains proteins 
above 10 kDa. 2. Following addition of 8M urea and subsequent centrifugation, the 
proteins from the calmodulin elution are dentaured and retained in the YM-10 microcon 
concentrator. In addition, the buffer containing DDM is exchanged. 3-4. Denatured 
proteins are then trypsinized overnight within the unit. 5. In order to eliminate non-
specific binding of peptides to the YM membrane, 5M NaCl was added to the denatured 
peptides. 6. Peptides in 5M NaCl solution are collected following centrifugation of the 
unit. 7-8. Peptides were then applied on to 3M empore extraction columns which allow 




Performing the LC-MS/MS, we were able to identify 250 and 183 interacting proteins in 
two separate purification procedures respectively. 97 proteins were identified as common 
interactors since they were present in both purifications. Classification of these proteins 
according to function and location demonstrates that the 2AR interacts with a diverse set 
of proteins (Figure 30). Among identified proteins known to be 2AR interacting partners, 
N-ethylmaleimide-sensitive factor (Cong et al., 2001), ubiquitin (Xiao et Shenoy, 2011), Gαi 
(Daaka et al., 1997) and NHERF2 (Hall et al., 1998) were present (Table 3, although in 
some cases not in both screens), demonstrating that our protocol is able to identify known 
proteins associated with functional 2AR, even though many are not identified, including 
Gs. This data validates our general proteomic strategy. Surprisingly, endogenous Gβγ 
subunits were not detected in our MS screen despite the fact that we were able to detect 
them by western blot analysis suggesting that there was loss of material during the 
detergent removal technique or not all proteins were properly denatured and trypsinized. 
Using TAP coupled to MS, we were able to purify functionally relevant interactors 
associated to 2AR under native conditions, however several known interactors were 
absent in our MS screens. This may be due to sample preparation prior to MS analysis by 
FASP or to general stability in DDM. Thus, we proceeded to develop a second FLAG-based 
immunopurification protocol which has several distinct features compared to TAP in order 




Figure 30  Analysis of interacting proteins of β2AR identified by mass spectrometry 
following TAP 
Desalted and detergent free peptides obtained following two independent TAP 
purifications were analyzed by liquid chromatography- tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS), and common set of proteins (hits) present in both purifications were identified . 
These interactors where then classified according to function or location using NCBI 
databases. Data is representative of two independent experiments. 
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Table 3  Mass Spectrometry results identifies known interacting partners of 2AR 
following tandem affinity purification (TAP) 
 
 
4.3.4.3 Purification of Flag-2AR signaling complexes 
 
The Flag purification procedure (outlined schematically in Figure 30a) was 
performed on solubilized Flag-2AR membranes in buffer containing 1.0% octyglucoside to 
solubilize membranes. The purification procedure was again monitored by western blot 
analysis and the receptor was detected using anti-Flag antibodies. Specific receptor bands 
were detectable with a prominent band at 75 kDa, in the input condition representing the 
solubilized crude membrane preparation prior to FLAG purification (Figure 31b). The 
elution of the sample was performed by exposure to a gentle acid solution (0.1M glycine 
pH 3.0), and this greatly reduces the amount of antibody eluted. This is normally a major 
contaminant present after immunoprecipitation experiments but we did not detect any 
contamination arising from the immobilized antibody in our MS screen. We detected both 
monomeric and oligomeric forms of the receptor in the final elution after FLAG 
purification (Figure 31b). We also confirmed the presence of endogenous G in the final 
eluate from the Flag-agarose beads (Figure 31b) demonstrating that we were able to 




Figure 31  FLAG purification of β2AR complexed with Gβγ 
A) Schematic representation of FLAG purification. B) Flag-β2AR cells or native HEK 293 
cells were subjected to FLAG purification. Eluates were separated by SDS-PAGE, anti-Flag 
antibodies were used to detect receptor and anti-Gβ antibody was used to detect levels of 
endogenous or heterologously expressed Gβ subunits from heterotrimeric G proteins. * 
represents monomeric form of the receptor and ** represents oligomeric form of the 
receptor. Note that some G sticks to the Flag beads in the control condition. Data are 
representative of at least two independent experiments.  
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In order to ensure detection of less abundant proteins we used scaled-up FLAG 
purification protocol. The final elution from the FLAG beads was then subjected to in-
solution trypsin digestion and another gel-free method distinct from the procedure used 
during TAP to remove the detergent. Octylglucoside present in the peptide solution was 
removed by water-saturated ethyl acetate extractions and the samples were then ready 
to be analyzed by MS analysis ( Figure 32).  
 
Figure 32  Ethyl acetate extraction of octylglucoside detergent. 
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1-2. Final elution of FLAG purification was incubated with trypsin overnight. 3-4. Water-
saturated ethyl acetate solution was added to the trypsinized sample. The upper layer 
contained ethyl acetate with the detergent. The lower layer contained water soluble 
peptides. The detergent is thus removed by simple extraction. 5. In order to ensure that 
all of the octylglucoside contained in the ethyl acetate layer was removed, the final 
extraction was followed by centrifugal evaporation. 6. The final lyophilized peptides 
resuspended in a LC-MS/MS compatible buffer are ready for analysis. 
 
Performing the LC-MS/MS analysis we were able to identify 366 interacting proteins in the 
first purification attempt and 257 interacting proteins complexed with the receptor in a 
second independent purification procedure. There were 177 commonly identified proteins 
between FLAG screens, almost double the number identified by TAP. We repeated the 
same analysis as for the TAP procedure and generated maps of proteins classified 
according to location and function (Figure 33). The overall distribution of proteins 
identified was not significantly different from TAP, once again demonstrating the ability of 
2AR to interact with different partners throughout their life cycle. Moreover, with this 
procedure we were able to identify adenylyl cyclase 3 and importantly all three subunits 
that comprise the heterotrimeric G proteins, in addition to the same known interacting 
partners demonstrated by TAP (Table 4). In fact, there were 160 interactors that were 
common between all FLAG- and TAP-based screens. These results validate the use of 
multiple screening approaches as well as the subsequent preparation of the sample prior 










Figure 33  Analysis of interacting proteins of β2AR identified by mass spectrometry 
following FLAG. 
Desalted and detergent free peptides obtained following two independent FLAG 
purifications were analyzed by liquid LC-MS/MS, and common set of proteins (hits) 
present in both purifications were identified. These interactors where then classified 
according to function or location using NCBI databases. Data is representative of two 
independent experiments.   
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Table 4  Mass Spectrometry results identifies known interacting partners of 2AR 




4.3.4.4 Identification of proteins involved in ER quality control and degradation as 
interacting partners of 2AR 
 
Since we were interested in identifying novel interacting partners of 2AR in the ER, we 
focused on proteins classified to this subcellular compartment using Gene Ontology. In the 
context of a heterologous expression system, we expect receptors to be detected in 
intracellular compartments, as well as at the plasma membrane. We were able to identify 
several proteins, listed in Table 5 (through both TAP- and FLAG-based screens), which 
were previously reported to be implicated in either ER quality control (ERQC) and ER-
associated degradation (ERAD) in at least two independent purifications by MS analysis. 
Proteins such as heat shock 70 kDa, DnaJ and calnexin (noted here as a 2AR interactor, 
for the first time) have been linked to substrate recognition during ERAD (Bukau et al., 
2006; Caramelo et Parodi, 2008; Gorbea et al., 2004; Park et al., 2007). Autocrine motility 
factor receptor (gp78) and ring finger protein 5 (RNF5) are E3 ligases integral to the ER 
involved in ubiquitination of substrates (Zhong et al., 2010).  Sec61 protein is thought to 
be the retrotranslocon that functions as a channel to deliver ERAD-targeted proteins to 
the cytosol (Pilon et al., 1997b). We also identified three factors, Ufd1, Npl4, VCP 
comprising the retrotranslocation machinery (Ye et al., 2005). In addition, we identified 
one of the proteasome subunits and its accessory factor ECM29 which assists in 
degradation of substrates (Gorbea et al., 2004). ERAD, as discussed in the introduction, is 
a cellular process involved in regulation of misfolded or misassembled proteins. However 
several studies have demonstrated that correctly folded proteins, estimated to be as high 
as 30% of the cellular total, including several GPCRs, are also degraded by this route 
(Schubert et al., 2000). Our experiments were performed with wild type 2AR containing 
no mutations, and in the case of the TAP-tagged receptor, at physiological levels. Several 
ERAD-associated proteins were identified in our screens, leading us to hypothesize that 
wild type 2AR is also regulated by ERAD.  
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Table 5  Proteins identified involved in ER QC and/or ER-associated degradation 
 
 
4.3.4.5 RNF5 and gp78 interact with 2AR 
 
In order to further examine the mechanism by which 2AR is targeted to ERAD, we 
decided to confirm 2AR interaction with several E3 ligases, resident in the ER, identified 
earlier in our MS screen (Table 5). gp78 E3 ligase has been previously shown to directly 
interact with VCP (Zhong et al., 2004), suggesting a possible involvement in 
polyubiquitination of 2AR in ER membranes. Interestingly another E3 ligase, RNF5, which 
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was also identified in our MS screen ubiquitinates ERAD substrates as well (Morito et al., 
2008; Younger et al., 2006; Zhong et al., 2010).  To confirm their interactions with 2AR, 
we performed co-immunoprecipitation or streptavidin bead purification experiments. A 
gp78-Flag construct was overexpressed in the TAP-2AR stable cell line and Flag 
immunoprecipitation was performed followed by western blot analysis (Figure 34a). 
Immunoblotting with anti-HA demonstrated a specific band of approximatly 75 kDa 
corresponding to the TAP-2AR co-immunoprecipitated with gp78-Flag (Figure 34a left top 
panel). Similar results were obtained by performing the reverse experiment in which the 
same conditions were used but streptavidin bead purification was performed and gp78-
Flag was immunoblotted using anti-Flag antibodies (data not shown). Also, an RNF5-Flag 
construct was overexpressed in TAP-2AR stable cells and streptavidin purification was 
performed, anti-RNF5 antibodies were used to show co-purification of endogenous RNF5 
(36kDa) as well as RNF5-Flag with TAP-2AR (Figure 34b lower panel). These results 
confirmed gp78 and RNF5 as interacting partners of 2AR in HEK293 cells, moreover these 
results validated our MS analysis of the Flag and TAP pulldowns. 
 
Figure 34  Validation of gp78 and RNF5 interactions with β2AR 
133 
 
A) HEK 293 cells or HEK 293 cells stably expressing TAP-β2AR were transfected with gp78-
Flag, 48 hours later the cells were lysed in a hypotonic lysis buffer. Membranes were 
collected as a result of 100,000 x g centrifugation and resuspended in solubilization buffer 
containing 0.5% DDM, on which immunoprecipitation was performed using Flag-agarose 
beads. Solubilized membrane preparations prior to immunoprecipitation (input) and final 
elutions (IP:Flag) were subjected to Western blot analysis and probed with anti-HA and 
anti-Flag antibodies to detect levels of TAP- β2AR and gp78-Flag respectively. B) HEK 293 
cells or HEK 293 cells stably expressing TAP-β2AR were transfected with RNF-Flag, 48 hours 
later the cells were lysed in a hypotonic lysis buffer. Membranes were collected as a result 
of 100,000 X g centrifugation and resuspended in solubilization buffer containing 0.5% 
DDM, on which streptavidin purifications were performed. Solubilized membrane 
preparations prior to immunoprecipitation (input) and final elutions (Streptavidin 
purifications) were subjected to Western blot analysis and probed with anti-HA and anti-
Flag antibodies to detect levels of gp78-Flag, anti-RNF5 antibody was used to detect RNF5 
and RNF5-Flag. Data show single experiments. 
 
4.3.4.6 RNF5 interacts with a number of distinct GPCRs 
 
We next investigated whether RNF5 also associates with other GPCRs. Flag-tagged GPCRs 
expressed in HEK 293 cells were immunoprecipitated with Flag-M2 antibody and co-
immunoprecipitation of endogenous RNF5 was assessed with an anti-RNF5 antibody by 
western blot. The results revealed differential interaction profiles between different 
GPCRs and endogenous RNF5 (Figure 35). While endogenous RNF5 interacted with Flag-
2AR and Flag-DP under basal conditions, it did not co-immunoprecipitate with Flag-
CRTH2 (Figure 35). Agonist stimulation did not affect RNF5 recruitment to receptors, 
consistent with its effect in the ER. RNF5 was previously shown to be expressed at the ER 
membrane with other multi-spanning proteins and ERAD partners by confocal microscopy 
and cell fractionation experiments (Younger et al., 2006; Zhong et al., 2010). We 
performed confocal microscopy in HEK 293 cells to confirm the localization of RNF5 and 
DP at the ER membrane.  Flag-RNF5 or HA-DP displayed significant co-localization with the 
ER marker calnexin (top and middle panel, respectively, Figure 36), while extensive co-
localization between HA-DP receptor and Flag-RNF5 (Figure 36, lower panel). Taken 




Figure 35  Endogenous RNF5 interacts with DP and 2AR 
HEK 293 cells were transiently transfected with Flag-2AR (A), Flag-DP (B), and Flag-CRTH2 
(C). Receptors were stimulated for 60 min, or not, with the indicated concentrations of 
agonists. Immunoprecipitation (IP) of the receptors was performed using a specific Flag 
monoclonal antibody as indicated in Materials and Methods. Immunobloting (IB) was 
performed with Flag polyclonal antibody or endogenous RNF5 antibody followed by a 
peroxidase-conjugated secondary antibody. Blots shown are representative of three 
independent experiments. Densitometry analyses of RNF5 co-immunoprecipitation with 




Figure 36  Intracellular distribution of DP and RNF5 
The localization of RNF5 (upper panel) and DP (middle panel) in HEK 293 cells was 
determined by immunofluorescence confocal microscopy. Cells transfected with Flag-
RNF5 or Flag-DP were labeled with mouse anti-Flag and rabbit anti-calnexin. Secondary 
antibodies were Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG and Alexa Fluor 546-
conjugated anti-rabbit IgG. The lower panel represents co-localization between RNF5 and 
DP. HEK 293 cells were co-transfected with Flag-RNF5 and HA-DP. Cells were labeled with 
rabbit anti-Flag or mouse anti-HA. Secondary antibodies used were Alexa Fluor 488-
conjugated anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 546-conjugated anti-mouse IgG.  
 
4.3.4.7 RNF5 regulates total protein expression of DP and 2AR 
 
RNF5 has been identified as a component of an ER membrane-associated E3 ubiquitin 
ligase complex which monitors the conformation of different regions of CFTR, a twelve 
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transmembrane helix-containing chloride channel (Younger et al., 2006). Newly 
synthesized CFTR, folded or assembled incorrectly, interact with the ER quality control 
(ERQC) machinery, including RNF5, and are eventually targeted for proteasomal 
degradation. RNF5 is also known to have a proteolytic role for the transmembrane protein 
pendrin (Lee et al., 2012), the ER outer membrane-bound protein MITA (Zhong et al., 
2009) and the mitochondrial outer membrane-bound protein VISA (Zhong et al., 2010). 
GPCRs are multi-spanning polypeptides and are subject to QC at the ER membrane. Thus, 
we next wanted to study whether RNF5 was involved in targeting the receptors for 
degradation. To do so, total protein expression of different receptors was analysed by 
western blot. HA-tagged 2AR, DP or CRTH2 were co-transfected with increasing amounts 
of Flag-RNF5 DNA. Surprisingly, an  increase in total 2AR and DP protein expression was 
detected in presence of increasing levels of RNF5 compared to when receptors were 
expressed alone (Figure 37a). As expected, RNF5 did not have any effect on CRTH2 total 
expression. As RNF5 overexpression increased both 2AR and DP expression, we wanted 
to determine the effects of depletion of endogenous RNF5 by siRNA. HEK 293 cells were 
co-transfected with control or RNF5 siRNAs and either HA-2AR or HA-DP. Loss of 
endogenous RNF5 expression decreased total protein expression of both 2AR and DP 





Figure 37  RNF5 regulates the protein expression levels of DP and 2AR 
A) HEK 293 cells were transiently co-transfected with constant amounts of DNA coding for 
the indicated receptors in combination with increasing quantities of Flag-RNF5 DNA. Total 
protein expression levels were assessed by immunobloting (IB) with anti-HA-horseradish 
peroxidase (HA-HRP), anti-Flag and GAPDH antibodies. Expression of HA-2AR is shown on 
the left panel, HA-DP on the center panel and HA-CRTH2 on the right panel. B) HEK293 
cells were transfected with HA-2AR (left panel) or HA-DP (right panel) in combination 
with control or RNF5 siRNAs. Western blotting of cell lysates was performed using HA-
HRP, anti-RNF5 and GAPDH antibodies. Blots shown are representative of three 
independent experiments. Densitometry analyses of the three corresponding independent 




4.3.4.8 GPCR ubiquitination by RNF5 is not required for RNF5 to modulate 
receptor expression 
 
Since RNF5 is known to ubiquitinate different target proteins, we investigated whether 
2AR or DP were RNF5 substrates and if total receptor expression levels were defined by 
the magnitude of their ubiquitination. To do so, HA-2AR and HA-DP were transfected 
alone or together with Flag-RNF5 in HEK 293 cells. Receptors were immunoprecipitated 
with an HA antibody and modification by endogenous ubiquitin was detected by western 
blot using an HRP-conjugated antibody. Surprisingly, RNF5 did not significantly affect 
ubiquitination levels of either DP or 2AR, as shown in Figure 38. This suggested that RNF5 





Figure 38  RNF5 does not ubiquitinate DP or 2AR 
HEK 293 cells expressing HA-DP (A) or HA-2AR (B) were co-transfected with Flag-RNF5. 
Lysates were immunoprecipated (IP) with an HA antibody and processed for 
immunoblotting (IB) analysis with the indicated antibodies. Ubiquitination of GPCRs by 
RNF5 with endogenous ubiquitin was analysed by densitometry from three independent 
experiments as shown in the histograms on the right. 
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4.3.4.9 JAMP interacts with DP and 2AR and decreases receptor expression  
 
As discussed above, JAMP is an ER-resident, seven-transmembrane domain protein that 
links channel proteins, ubiquitin ligases and subunits of the 26S proteasome (Tcherpakov 
et al., 2008). Previously, Tcherpakov et al. (Tcherpakov et al., 2009) demonstrated that 
RNF5 controlled JAMP ubiquitination and as a result, interfered with recruitment of the 
proteasome and other ERAD components. With respect to how RNF5 increased DP and 
2AR expression, we hypothesized that JAMP and RNF5 could be part of an ERAD complex 
that monitored and controlled degradation of specific GPCRs. First, we determined if 
JAMP associated with the receptors even though they did not appear in either the TAP- or 
FLAG-based screens. This may have been due to the nature of the detergents used or the 
stability of the interactions in those detergents and highlights the need to view such 
screens as the starting point for building and understanding protein networks, rather than 
the endpoint. Co-immunoprecipitations were performed in HEK 293 cells expressing Flag-
tagged DP or 2AR alone or with HA-JAMP. After 42 h of transfection, cells were lysed and 
subjected to immunoprecipitation with Flag-M2 antibody. Western blotting was carried 
out with HA antibodies to detect JAMP association with either GPCR. Our results show 
that JAMP interacted with both receptors (Figure 39). Confocal microscopy was used to 
compare Flag-DP and HA-JAMP localization in HEK 293 cells. As anticipated, JAMP co-
localized with the ER marker calnexin (Figure 40, top row). JAMP also exhibited significant 
co-localization with DP (Figure 40, bottom row). Next, we determined the effect of JAMP 
on expression of the two receptors in HEK 293 cells transfected with the constructs 
indicated in Figure 41a and b. Total expression of both DP and 2AR was decreased when 
exogenous JAMP was co-expressed. Our results indicate that JAMP is a potent regulator of 




Figure 39  JAMP interacts with DP and 2AR 
HEK 293 cells were transfected with Flag-DP(A) and Flag-2AR (B) alone or in combination 
with HA-JAMP. Immunoprecipitation (IP) experiments were performed 42 h later followed 
by immunoblot (IB) analysis using the indicated antibodies. Blots shown are 





Figure 40  Intracellular distribution of JAMP and DP 
Immunofluorescence confocal microscopy of the intracellular localization of JAMP (upper 
row). HEK 293 cells transfected with HA-JAMP were labeled with mouse anti-HA and 
rabbit anti-calnexin. Mouse Alexa Fluor 488 and rabbit Alexa Fluor 546 were used as 
secondary antibodies. The lower row represents the co-localization between JAMP and 
the receptor DP. Cells were co-transfected with HA-JAMP and Flag-DP and labeled with 
mouse anti-HA and rabbit anti-Flag. The same secondary antibodies were used. 
 
4.3.4.10 JAMP recruits the proteasome to facilitate GPCR degradation 
 
JAMP-dependent decreases in overall expression of DP and 2AR led us to verify if this 
involved proteasomal degradation. Thus, we used the irreversible proteasome inhibitor 
epoxomicin. HEK 293 cells were co-transfected with Flag-DP and HA-JAMP for 24 h, 
followed by 1 m epoxomicin treatment for 16 h. Total DP expression was measured by 
western blotting with Flag-antibodies. JAMP-mediated decreases in DP expression was 
significantly inhibited by epoxomicin (Figure 41c), indicating that JAMP targeted DP for 
proteasomal degradation. We next set out to study proteasome recruitment by JAMP in 
absence or presence of DP expression. Lysates of HEK 293 cells expressing HA-JAMP alone 
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or in combination with Flag-DP were immunoprecipitated with an HA antibody and 
recruitment of the proteasome was evaluated by western blotting with a specific antibody 
against the Rpt5 proteasomal subunit (Tcherpakov et al., 2008). Figure 41d shows that 
recruitment of Rpt5 by JAMP was strongly enhanced when DP was expressed compared to 
JAMP expressed alone in our cell model. These findings suggest that JAMP orchestrates 
proteasome recruitment and activity in the vicinity of the receptor. 
 
Figure 41  JAMP promotes the proteasomal degradation of DP and 2AR 
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Flag-JAMP was co-transfected with either HA-2AR (A) or HA-DP (B) in HEK 293 cells. Total 
protein expression levels were analysed by immunobloting (IB) with anti-HA-horseradish 
peroxidase (HA-HRP), anti-Flag and anti-GAPDH. C) Effect of epoxomicin on DP expression. 
Cells were co-transfected with HA-JAMP and Flag-DP. 24 hours later, 1 µM epoxomicin 
was added for 16 hours. Cell lysates were subjected to immunoblotting (IB) using anti-HA-
HRP, anti-Flag or anti-GAPDH. Densitometry analyses of the three corresponding 
independent experiments are shown under each panel. D) Rpt5 recruitment to JAMP. HEK 
293 cells were transfected with HA-JAMP alone or with Flag-DP. JAMP were subjected to 
immunoprecipitation (IP) using anti-HA antibody followed by immunoblot (IB) with the 
indicated antibodies. Blots shown are representative of three independent experiments. 
*P0.05, *P0.01 compared with Ctrl. 
 
4.3.4.11 RNF5 prevents JAMP-mediated degradation of 2AR and DP  
 
RNF5 interaction with JAMP at the ER membrane results in non-canonical Lys63-linked 
ubiquitination of JAMP, resulting in reduced association with proteasome subunits 
(Tcherpakov et al., 2009). Consequently, JAMP contribution to protein degradation is 
impaired and misfolded proteins can accumulate. We next assessed if the overall increase 
in DP and 2AR protein expression mediated by RNF5 could be a consequence of JAMP 
ubiquitination. Lysates of HEK 293 cells that were co-transfected with HA-JAMP in 
combination with control or RNF5 siRNAs were immunoprecipitated with an HA antibody 
and the degree of RNF5-mediated JAMP ubiquitination was determined by western blot 
with an HRP-conjugated ubiquitin antibody. JAMP ubiquitination was significantly 
decreased by depletion of RNF5 as shown in Figure 42a, indicating that endogenous RNF5 
is involved in JAMP ubiquitination. Subsequently, we investigated the combined effects of 
JAMP overexpression in presence of RNF5 siRNAs on total DP and 2AR protein expression 
(Figure 42b,c). As anticipated, JAMP induced degradation of both DP and 2AR proteins 
compared to when the receptors were expressed alone. However, JAMP-mediated 
degradation of both receptors was enhanced when RNF5 was depleted using siRNAs, 
demonstrating that RNF5 inhibits JAMP-mediated degradation of DP and 2AR. Taken 
together, our data suggest that RNF5 ubiquitinates JAMP to inhibit its involvement in 




Figure 42  Ubiquitination of JAMP by RNF5 
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A) HA-JAMP was transfected in HEK 293 cells alone or in combination with RNF5 siRNA. 
Cells were lysed 42 h later and immunoprecipitations (IP) were performed using a specific 
HA antibody. Detection of JAMP ubiquitination was by immunoblotting (IB) using an UBI-
HRP antibody. RNF5 expression was probed with an anti-RNF5 antibody. B) and C) HEK 
293 cells were transfected with the indicated constructs. Cells lysates were subjected to 
western blot analysis using anti-HA and anti-Flag antibody to detect DP and JAMP 
respectively. Endogenous RNF5 and GAPDH were probed with the indicated antibodies. D) 
HEK 293 cells expressing Flag-RNF5 were incubated in absence or presence of 1 µM of 
epoxomicin. Cell lysates were probed with rabbit anti-Flag or endogenous GAPDH 
antibody. Densitometry analyses of the three corresponding independent experiments are 
shown under each panel. *P0.05, *P0.01 compared with Ctrl. 
 
4.3.4.12 2AR and DP protect RNF5 from proteasome degradation 
 
Interestingly, RNF5 protein levels were increased in cell lysates when 2AR and DP were 
co-expressed compared to when RNF5 was expressed alone; this was not seen with CRTH2 
co-expression (Figures 35 and 38). This suggested that RNF5 undergoes degradation from 
which it would be protected by interaction with the nascent receptors. Indeed, western 
blot analysis of lysates from HEK 293 cells expressing Flag-RNF5 that were incubated in 
absence or presence of epoxomicin revealed that RNF5 levels were greatly upregulated 
when proteasomal degradation was inhibited (Figure 42d). It thus appears as if interaction 
with GPCRs prevents RNF5 from undergoing proteasomal degradation itself. Similar 
upregulation of protein expression was observed for JAMP (Figures 39 and 41c), but in 
contrast to RNF5, JAMP levels are not affected by proteasome inhibition (Figure 41c). 
 
4.3.4.13 2AR and DP cell surface targeting is reduced in presence of RNF5 
overexpression 
 
GPCRs generally need to localize to the cell membrane to be activated by their ligands and 
initiate signaling pathways. Since RNF5 increased total protein levels of DP and 2AR, we 
were interested in finding out if their targeting to the cell surface was affected. HEK 293 
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cells expressing either HA-tagged 2AR or DP receptor were co-transfected with empty 
vector or Flag-RNF5. Cell surface receptor expression was measured by ELISA, as described 
in Materials and Methods. Figures 43a and43b show that expression of RNF5 significantly 
diminished cell surface targeting of both receptors, suggesting it causes receptors to be 
retained in the ER. Taken altogether, our data indicate that RNF5 increases 2AR and DP 
protein levels by inhibiting their JAMP-mediated targeting to the proteasome and causes 
their retention in the ER. We thus wanted to characterize the functional state of the 
receptors in these conditions. To do so, competitive binding assays on whole membrane 
extracts of HEK 293 cells transiently transfected with HA-tagged 2AR receptors alone or 
in combination with Flag-RNF5 were performed with 3H-CGP-12177. Figure 43c reveals 
that RNF5 did not modulate the affinity of the 2AR for its antagonist (2AR alone, Kd = 
16.1  1.9 nM; 2AR + RNF5, Kd = 15.4  1.5 nM), but more importantly, that the increase 
in receptor protein in presence of RNF5 was not translated into a higher number of 
binding sites detected (2AR alone, Bmax = 10.5 ± 0.3 pmol/mg of protein; 2AR + RNF5, 
Bmax = 9.5 ± 0.2 pmol/mg protein). These results suggest that the receptors which 
accumulate in presence of overexpressed RNF5 are improperly assembled or 
misfolded/aggregated receptors that are targeted for JAMP/proteasome-mediated 




Figure 43  RNF5 decreases cell surface expression of 2AR and DP 
HEK 293 cells were transfected with HA-2AR (A) or HA-DP (B) alone or in combination 
with Flag-RNF5. Loss of cell surface receptors was quantified 42 hours later by ELISA. 
Values are mean ± S.E.M. of 5 independent experiments. ***P0.001 compared with 
control (Ctrl).  C) Competitive binding experiments of 3H-CGP-12177 on crude membranes 
of HEK293 cells transiently expressing the β2AR alone or in combination with RNF5. The 




In order to identify novel interacting partners of 2AR in the ER, we developed and 
validated a gel-free proteomic purification strategy which makes possible the analysis of 
receptor interactomes. In order to purify GPCRs and their interacting partners from their 
native milieu, receptor purification must be performed from intact cells. Tandem affinity 
149 
 
purification and FLAG affinity purification allow purification of GPCRs from cell lysates 
(Bartoi et al., 2010; Daulat et al., 2007; Francesconi et al., 2009; Free et al., 2007; He et al., 
2007; Lyssand et al., 2008; Wacker et al., 2008). Both methods have distinct advantages. 
FLAG affinity purification involves fusion of relatively small epitope tag compared to the 
TAP tag, thus reducing the possibility of the tag interfering with proper folding and 
function of the fused receptor. Moreover FLAG purification is based on a single step 
affinity purification allowing for less stable interacting proteins to remain associated with 
the receptor during the procedure (Nilsson et al., 1997). TAP on the other hand consists of 
two-step affinity purification which permits efficient removal of contaminants and 
identification of high-purity interacting partners (Puig et al., 2001). Based on the 
advantages related to each technique we decided to develop both purification strategies 
for human 2AR. The receptors were expressed at physiological levels  (0.156 ± 0.039 
pmol/mg) in stable TAP-β2AR and at supraphysiological levels (3.470 ± 0.519 pmol/mg) for 
Flag-β2AR cells. We confirmed their appropriate trafficking to the plasma membrane and 
their functionality before and after solubilization. 
Previous gel-free proteomic analyses of GPCRs were successfully used to identify novel 
interacting partners (Lyssand et al., 2008; Wacker et al., 2008). However these particular 
studies failed to detect known interacting partners of the bait GPCR in MS screens, thus 
limiting their general utility to characterize receptor proteomes more completely. One 
TAP study followed by MS analysis using human melatonin receptors (Daulat et al., 2007) 
successfully identified several isoforms of heterotrimeric G proteins well known to couple 
to melatonin receptors in their final MS analysis. However, in this case, the use of in-gel 
digestions of the final eluate prior to MS analysis was required to clear contaminants as 
well as to remove the detergent present in the final elution but this may have limited 
identification of low abundance and membrane proteins. As an alternative, in-solution 
digestion protocols allow for the trypsinization of proteins to occur directly in the final 
elution, therefore more co-purified interacting proteins are digested. However, detergents 
present in the final elution must be removed since they interfere with subsequent MS 
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analysis. The technique to remove the detergent from the final elution depends on 
specific properties of the detergent. 
For TAP, we used DDM as detergent of choice. This detergent has a low critical micelle 
concentration (CMC) and forms large micelles of an approximate weight of 70 kDa 
(Vanaken et al., 1986), thus techniques such as dialysis cannot be applied for detergent 
removal. We decided to use FASP to remove DDM and prepare the sample for MS 
(Wisniewski et al., 2009). The elimination of the detergent occurs in the initial part of the 
protocol with urea washes that allow dissociation of detergent micelles (Speers et Wu, 
2007). Physical properties of these detergents are similar to DDM, i.e. low CMC, with non-
ionic head groups (for Triton-X-100) and the formation of large micelles (Dirk, 2009). Thus, 
we supposed that DDM could also be removed by urea using FASP. We used FASP to 
remove DDM from final elutions following large-scale TAP protocol and prepare the 
sample for MS analysis. 
In the case of FLAG-based purifications, we used OG as detergent of choice and its 
removal can be easily performed by ethyl-acetate extractions. Ethyl-acetate extractions 
allowed efficient removal of OG from in-solution digested samples based on solubility of 
this detergent in this organic solvent (Yeung et Stanley, 2001). The water-saturated ethyl 
acetate extraction offers a significant advantage since it limits the handling of the sample 
during detergent removal as compared to FASP required in the TAP procedure. 
Interestingly, it seems that there are more oligomeric receptors purified as a result of the 
FLAG purification. Since we used the total pool of receptors for the FLAG purification, the 
interacting partners identified after mass spectrometry analysis will be representative of a 
mixed state receptor population. It would be interesting to separate different states of 
receptors, oligomeric from monomeric, prior to performing FLAG purifications in order to 
identify different populations of interacting partners associated to these states. Perhaps, 
dimerization status changes between TAP- and Flag-tagged receptors affects the pool of 




In both purification schemes, we identified known interactors for the 2AR. However, only 
by using the combination of the two schemes could we generate a more complete picture 
of the receptor interactome. This highlights again the need to use alternative techniques 
to cross validate the results of any single screen. This point was also driven home by the 
fact that JAMP, which interacts with both receptors did not get picked up by either 
proteomic screen. The use of detergents is generally a major impediment to proteomic 
screens. This is likely because some interactions are not stable in a given detergent and 
will thus be under-represented. Further, detergent removal for subsequent analysis by 
mass spectroscopy itself may affect the interaction. However, we feel that our approach, 
despite its caveats, will be of general use for membrane proteins given sufficient post-
screen validation.  
Interestingly, we identified different interacting partners of 2AR that are part of the ER 
quality control machinery in both screens, as well as a common set of interactors. 
Certainly, caution must be used before concluding that an interaction identified in a 
proteomic screen is valid and each screen may miss key interactors or generate false 
positives. The fact that we used multiple types of screens with distinct levels of receptor 
expression allowed us to have some confidence going forward. That said, no screen is 
perfect and additional experiments were required to build the network we describe here. 
One of the interactors we identified with the TAP- but not the FLAG-based screen and 
subsequently validated was RNF5, a membrane-bound E3 ubiquitin ligase shown to be 
localized on the cytosolic side of the ER (Younger et al., 2006; Zhong et al., 2010). Co-
immunoprecipitation experiments confirmed the interaction between endogenous RNF5 
and both 2AR and DP. These interactions were detected under basal conditions and were 
not modulated by agonist stimulation of the receptors. This is consistent with our confocal 
microscopy results showing that DP co-localized with RNF5 in the perinuclear region, 
indicating that the interaction occurs early in the biosynthetic pathway. RNF5 appears to 
display specificity for GPCR interactions as it did not co-immunoprecipitate with CRTH2, 
which is folded and exported to the cell membrane with high efficiency (Parent et al., 
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2010; Roy et al., 2010). This further supports the idea that RNF5 is involved in the quality 
control of GPCRs at the ER level.  
Intriguingly, RNF5 did not promote ubiquitination and degradation of 2AR and DP, 
contrary to what was shown for other transmembrane proteins such as CFTR, pendrin, the 
ER outer membrane-bound protein MITA or the mitochondrial outer membrane-bound 
protein VISA (Lee et al., 2012; Morito et al., 2008; Zhong et al., 2009; Zhong et al., 2010). 
This is also in contrast to what was demonstrated for other ubiquitin ligases on GPCRs 
during receptor biogenesis or following agonist stimulation, as reviewed in (Alonso et 
Friedman, 2013; Alonso et al., 2011). Instead, overexpression and depletion studies 
showed that RNF5 up-regulated total protein expression of both receptors. On the other 
hand, RNF5 can also ubiquitinate substrates without targeting them for degradation, as 
seen for paxillin (Didier et al., 2003) and JAMP (Tcherpakov et al., 2009). Even though 
RNF5 formed a complex with both receptors, it remained possible that regulation of GPCR 
expression by RNF5 involved other proteins present in the complex. It was previously 
demonstrated that RNF5 associates and regulates JAMP ubiquitination in the ER 
membrane (Tcherpakov et al., 2009). RNF5-mediated ubiquitination of JAMP inhibits its 
ability to recruit the proteasome and subsequently target misfolded proteins for 
degradation (Tcherpakov et al., 2008). We showed that JAMP also interacted with both 
2AR and DP. Interestingly, JAMP expression was not altered in presence of a proteasome 
inhibitor, indicating a long protein half-life or degradation via other protease systems. 
Further studies will be required to determine this. Taken together, our data indicates that 
JAMP plays an important role in controlling levels of GPCR expression, and strongly 
promotes their degradation by the proteasome. In accordance with a role for JAMP in 
proteasome recruitment for receptor degradation, we showed that the interaction 
between the Rpt5 subunit of the proteasome and JAMP was promoted when DP was co-
expressed. We observed decreased JAMP ubiquitination when RNF5 expression was 
inhibited, consistent with a previous report (Tcherpakov et al., 2009). Receptor 
degradation by JAMP was promoted in cells where RNF5 was depleted. Altogether, our 
data lead us to propose that RNF5 up-regulates total 2AR and DP protein expression by 
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ubiquitinating JAMP thereby preventing proteasome recruitment. It is also interesting to 
note that degradation of RNF5 by the proteasome was prevented by co-expression of 
2AR and DP. A mutual, cooperative relationship thus appears to exist between these 
receptors and RNF5 in the protection from degradation. The two receptors also seemed to 
increase JAMP protein expression.  
Even though RNF5 increased total protein expression of 2AR and DP, it decreased cell 
surface targeting of both receptors, suggesting it regulates a critical quality control step, 
perhaps by facilitating associations with other receptor interacting proteins. As an 
important component of GPCR quality control, it is possible that RNF5 retains receptors at 
the ER to monitor their folding status. A similar role for RNF5 has been described for CFTR. 
Younger et al. identified RNF5 as a component of an ER-associated E3 ubiquitin ligase 
complex that contains the four transmembrane-spanning quality-control factor Derlin-1. 
RNF5 and Derlin-1 cooperate to retain CFTR in the ER membranes (Younger et al., 2006). It 
is thus possible that this also occurs with 2AR and DP, and interferes with receptor 
export. Alternatively, it is possible that by inhibiting JAMP-mediated degradation of the 
receptors, RNF5 causes accumulation of misfolded/unassembled forms of 2AR and DP in 
the ER resulting in aggregate formation and intracellular retention. This is supported by 
our radioligand binding experiments which showed that the significant increase in 
receptor protein levels when RNF5 was overexpressed was not accompanied by an 
augmentation in the number of binding sites detected for the 2AR. This further supports 
the idea that RNF5 overexpression resulted in an accumulation of unassembled, misfolded 
or aggregated receptors that are normally degraded by JAMP and the proteasome. 
In conclusion, this study describes a new gel-free proteomic approach that can be used to 
identify novel GPCR interactors. This led to characterization of a novel mechanism for 
GPCR quality control. RNF5 and JAMP emerge as part of an important regulatory system 
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JNK-associated membrane protein; LC-MS/MS, liquid chromatography- tandem MS; MITA, 
mediator of IRF3 activation; mOREG,  mouse olfactory receptor-eugenol (EG); MS, mass 
spectrometry; NEM, N-ethylmaleimide; Npl4, nuclear protein localization protein 4; OG, n-
octyl-β-D-glucoside; Rab1, Ras-related proteins in brain 1; RING, Really Interesting New 
Gene; RNF5, Ring finger protein 5; Sar1, secretion-associated RAS-related protein 1; SBP, 
streptavidin binding protein; TAP, tandem affinity purification; TP, thromboxane A2 beta 
receptor; TRHR, thyrotropin-releasing hormone receptor; UfD1, ubiquitin fusion 
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5. CHAPITRE 3 
Effet de la protéine ANKRD13A sur la régulation des RCPG 
5.1 Mise en contexte 
 
Notre laboratoire de recherche s’intéresse particulièrement à la régulation fonctionnelle 
des RCPG. Nous cherchons à comprendre les mécanismes qui coordonnent les 
évènements de signalisation, de contrôle de qualité et de transport intracellulaire de ces 
récepteurs. De plus, nous caractérisons et identifions de nouveaux partenaires 
d’interaction qui modulent l’activité des RCPG. Récemment, les fonctions de la protéine 
ANKRD13C ont été élucidées par notre équipe et les résultats ont fait l’objet d’une 
publication (Parent et al., 2010). ANKRD13C est exprimée à la membrane du RE du côté 
cytosolique où elle interagit avec le récepteur DP. Cette interaction facilite la biogenèse 
du récepteur en ralentissant la dégradation des récepteurs nouvellement synthétisés. Elle 
régule le transport de DP à la surface cellulaire en induisant une rétention des formes 
immatures du récepteur au RE. De plus, elle participe à la dégradation protéasomale des 
récepteurs retenus au RE. ANKRD13C a été identifiée comme une protéine ayant des 
propriétés chaperonnes. 
Nous nous sommes donc intéressés à cette famille de protéines qui comporte 4 membres: 
ANKRD13A, ANKRD13B, ANKRD13C et ANKRD13D. Nous les avons clonés à partir d’une 
librairie d’ADN complémentaire de leucocytes et avons effectué quelques essais en 
cellules. Nos résultats préliminaires indiquaient qu’ANKRD13A avait des effets similaires, 
mais plus puissants qu’ANKRD13C sur l’expression totale et de surface des RCPG. De plus, 
des domaines protéiques diffèrent entre les deux protéines. Nous avons donc concentré 
nos efforts sur la protéine ANKRD13A, une protéine aux fonctions inconnues et n’ayant 
pas été caractérisée. Nous avons donc émis l’hypothèse que la protéine ANKRD13A serait 








Les constructions des RCPG ont été documentées précédemment dans Roy et al., 2013 
pour les récepteurs 2AR et DP et dans Roy et al., 2010 pour le récepteur CRTH2. 
ANKRD13A a été cloné par RT-PCR en utilisant comme matrice une librairie de cellules 
leucocytaires (F : 5’-ATCGGGATCCATGTCCTCGGCCTGCGAC-3’, R : 5’-GACGGCGGCCGCC 
TAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTTGTCAGTGAGTGAC-3’). L’épitope HA a été 
ajouté dans l’amorce en N-terminal de la séquence de nucléotides. Le fragment généré a 
été digéré avec les enzymes BamHI-NotI et introduit dans le vecteur d’expression pcDNA3 
(Invitrogen). Le mutant ANKRD13A-ANK-HA a été généré par mutagénèse de délétion à 
partir du vecteur pcDNA3-ANKRD13A-HA. Les 96 premiers acides aminés ont été éliminés 
et le reste de la séquence codante a été amplifiée et insérée dans pcDNA3 flanqué des 
sites de restriction BamHI-NotI (F : 5’-ATCGGGATCCATGCGAGACTACCACAACACATCC-3’, 
R : 5’-GACGGCGGCCGCCT AAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTTGTCAGTGAGTGAC-3’. 
Le mutant ANKRD13A-UIM-HA a été généré de la même manière, mais se sont les 72 
derniers acides aminés qui ont été délétés (F: 5’-ATCGGGATCCATGTCCTCGGCCTGCGAC-3’, 
R: 5’-GACGGCGGCCGCCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACTGGCTGATCCCTCCAT 
TCG -3’. L’épitope HA fût ajouté en N-terminal dans la séquence des amorces des mutants. 
Des constructions SNAP ont aussi été générées en insérant les séquences codantes 
ANKRD13A, ANKRD13A-ANK et ANKRD13A-UIM dans le vecteur pSNAP (New England 
Biolabs) en utilisant les mêmes enzymes de restriction et les mêmes amorces. La séquence 
ADNc de HA-JAMP a été amplifiée par PCR et insérée dans le vecteur pcDNA3-HA (produit 
de notre laboratoire) avec les enzymes de restriction EcoRI-XhoI (F : 5’-
ATCGGAATTCGCTGTCGATATTCAAC CAGC-3’, R : 5’-CGATCTCGAGTCAGTGTCCATTGGCTCCT 




5.2.2 Produits et réactifs 
 
Tous les produits utilisés ont été répertoriés à la section 4.3.3.2 à l’exception de 
l’anticorps anti-SNAP-tag polyclonale (P9310S) et de la SNAP-Capture Pulldown Resin 
(billes, S9144S) qui provient de New England Biolabs. 
 
5.2.3 Culture cellulaire 
 
Les cellules HEK293 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium) contenant 10% FBS (fetal bovin serum), pH 7,2 à 37C dans une atmosphère 
humidifiée à 5% CO2/95% air. Pour les transfections transitoires, les cellules proliféraient 
jusqu’à 60-80% de confluence dans des pétirs de 60 mm (Sarstedt) et les transfections ont 
été réalisées avec l’agent de transfection TrasnIT-LT1 selon le protocole du manufacturier. 
Dans ces conditions, 0,05 g de récepteur et 1,5 g d’ANKRD13A ont été utilisés. 
 
5.2.4 Essais de co-immunoprécipitation 
 
Tous les essais de co-immunoprécipitations ont été effectués tel que décrit dans l’article 2.  
 
5.2.5 Microscopie confocale 
 






Tous les essais d’expression de surface ont été effectués tel que décrit dans l’article 2.  
 
5.2.7 SNAP Pulldown 
 
Des cellules HEK293 ont été tansfectées avec les différentes constructions SNAP et HA-
JAMP et soniquées 42 h post-transfection dans un tampon non dénaturant (50 mm Tris, 
pH 7.4, 10% glycérol, 150 mm NaCl, and 5 mm MgCl2) supplémenté avec des inhibiteurs 
de protéases (9 nm pepstatine, 9 nm antipaine, 10 nm leupeptine, and 10 nm 
chymostatine). Les lysats résultants ont été centrifugés pendant 15 min à 15 000 RPM et 
la concentration protéique a été quantifiée en utilisant le Bio-Rad DC Protein Assay kit. 80 
l de SNAP-Capture Pulldown Resin ont été ajoutés à 500-1000 mg de lysat protéique et 
incubé toute la nuit à 4C. La résine a ensuite été lavée 3 fois dans le tampon de 
sonication. Un tampon (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 1% Igepal, 0.5% sodium-
deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mM Na4P2O7, and  5mM EDTA) a été ajouté et les échantillons 
incubés pendant 60 min à la température de la pièce pour dénaturer les partenaires 







5.3.1 ANKRD13A interagit avec plusieurs RCPG 
 
Dans un premier temps nous avons voulu vérifier si la protéine ANKRD13A avait la 
capacité de s’associer à différents RCPG. Une étiquette FLAG a été fusionnée en N-
terminal des récepteurs complets. Les récepteurs choisis incluent le récepteur à 
l’adrénaline, 2AR, le récepteur à la prostaglandine D2, CRTH2 ainsi que le récepteur au 
thromboxane A2, TPChacun des trois récepteurs a été exprimé seul ou en combinaison 
avec ANKRD13A dans les cellules HEK293. La protéine ANKRD13A fut immunoprécipitée 
avec un anticorps anti-HA puis analysée par SDS-PAGE et immunobuvardage. Une forte 
co-immunoprécipitation a été détectée pour chacun des récepteurs à l’étude.  Ces 
résultats suggèrent qu’ANKRD13A peut former un complexe avec les récepteurs 2AR, 
CRTH2 et TP(Figure 44. 
 
 
Figure 44  ANKRD13A s’associe aux récepteurs 2AR, CRTH2 et TP 
Des cellules HEK293 ont été transfectées de manière transitoire avec les constructions 
Flag-2AR (panneau de gauche), Flag-CRTH2 (panneau central) et Flag-TP (panneau de 
droite), seule ou en combinaison avec ANKRD13A (13A-HA). Quarante-deux heures plus 
tard, les cellules ont été lysées et l’immunoprécipitation (IP) réalisée avec l’anticorps anti-
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HA monoclonal. L’anticorps anti-Flag polyclonal a été utilisé pour la détection de la co-
immunoprécipitation des récepteurs. N=4. 
 
5.3.2 ANKRD13A est localisée au réticulum endoplasmique 
 
Tanno et al. ont montré par microscopie confocale qu’ANKRD13A était localisée à la 
membrane des cellules HeLa avec le récepteur tyrosine kinase EGFR (Tanno et al., 2012). 
Ces auteurs ont aussi comparé la localisation intracellulaire d’ANKRD13A avec CD3, un 
marqueur du RE. Les images de microscopie confocale ont révélé une localisation 
d’ANKRD13A au RE. Nous avons donc confirmé cette localisation d’ANKRD13A par 
microscopie confocale. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec ANKRD13A et 
marquées avec les anticorps appropriés pour détecter ANKRD13A et la calnexine 
endogène. La figure 45 (rangée du haut) montre une colocalisation de la protéine exogène 
avec le marqueur du RE, la calnexine. ANKRD13A colocalise aussi avec le récepteur DP 
(figure 45, rangée du bas). La colocalisation avec le récepteur semble être plus forte au 
pourtour de la région nucléaire. De plus, nos résultats de co-IP (Figure 46 et 49) montrent 
une interaction d’ANKRD13A avec le récepteur DP. Ces résultats appuient l’idée 




Figure 45  Distribution intracellulaire d’ANKRD13A 
La localisation d’ANKRD13A dans les cellules HEK293 a été déterminée par microscopie 
confocale (immunofluorescence). Des cellules transfectées avec ANKRD13A-Myc ont été 
marquées avec un anti-Myc monoclonal (souris) et anti-calnexine polyclonal (lapin). Les 
anticorps secondaires étaient couplés avec Alexa Fluor 488 (souris) et Alexa Fluor 633 
(lapin) (panneau du haut). Le panneau du bas représente la colocalisation entre 
ANKRD13A et DP. Les cellules furent co-transfectées avec ANKRD13A-myc et Flag-DP. Le 
marquage a été réalisé avec un anti-Myc monoclonal (souris) et un anti-Flag polyclonal 
(lapin). Les mêmes anticorps secondaires ont été utilisés. N=1 
 
5.3.3 ANKRD13A régule l’expression protéique totale de plusieurs RCPG 
 
La protéine ANKRD13C est localisée du côté cytosolique du RE, interagit avec divers RCPG 
et module l’expression totale et de surface du récepteur DP (Parent et al., 2010). De plus, 
cette protéine se trouve dans la même famille qu’ANKRD13A. Cette dernière est localisée 
au RE et s’associe à plusieurs RCPG. Il est donc possible qu’ANKRD13A exerce des effets 
semblables à ANKRD13C. Afin de vérifier la fonction d’ANKRD13A sur les RCPG, nous 
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avons étudié son effet sur les niveaux d’expression totale de différents récepteurs. Pour 
ce faire, les patrons d’expressions de 3 récepteurs ont été analysés par 
immunobuvardage. Les RCPG 2AR, CRTH2 et DP fusionnés à l’épitope Flag furent 
transfectés seul (contrôle) et avec ANKRD13A. Quarante-deux h plus tard, les cellules 
HEK293 ont été récoltées et lysées. Les RCPG ont ensuite été dénaturés à l’aide du β-
mercaptoéthanol  et migrées sur gel SDS-PAGE. On observe une augmentation des niveaux 
protéiques de tous les récepteurs en présence d’ANKRD13A comparativement aux 
récepteurs exprimés seuls (Figure 46). De plus, ce même effet d’ANKRD13A est visualisé à 
la figure 44 pour les récepteurs 2AR, CRTH2 et TPainsi qu’aux figures 49 et 50 pour le 
récepteur DP. Nos résultats indiquent qu’ANKRD13A est impliquée dans la régulation des 
niveaux d’expression des récepteurs 2AR, CRTH2, TP et DP. 
 
Figure 46  ANKRD13A module les niveaux d’expression totale de 2AR, CRTH2 et DP 
Des cellules HEK293 ont été co-transfectées de manière transitoire avec de l’ADN codant 
pour les différents récepteurs indiqués en combinaison avec ANKRD13A. Les niveaux 
d’expression protéique ont été analysés par immunobuvardage (IB) avec les anticorps 
anti-HA-horseradish peroxidase (HA-HRP), anti-Flag polyclonal et anti-GAPDH. 
L’expression de Flag-2AR est montrée dans le panneau de gauche, Flag-CRTH2 dans le 






5.3.4 Expression de surface de 2AR et CRTH2 est augmentée en présence 
D’ANKRD13A 
 
Les RCPG doivent être localisés à la membrane plasmique pour y être activés par leur 
ligand et initier une cascade de signalisation. Comme ANKRD13A augmente l’expression 
protéique de plusieurs récepteurs, nous étions intéressés à savoir si leur ciblage à la 
membrane pouvait être affecté. Des cellules HEK293 exprimant soit le récepteur 2AR ou 
CRTH2 étiquetés Flag ont été transfectées avec le vecteur vide ou ANKRD13A (13A-HA). 
L’expression de surface a été mesurée par ELISA. La figure 47 montre que l’expression de 
surface des récepteurs 2AR et CRTH2 est augmentée significativement de 23% et 37%, 
respectivement. Ces résultats suggèrent que la protéine ANKRD13A est impliquée dans le 
transport antérograde des récepteurs 2AR et CRTH2 vers la membrane plasmique. 
 
Figure 47  ANKRD13A augmente l’expression de surface de 2AR et CRTH2 
Des cellules HEK293 ont été transfectées avec Flag-2AR (panneau de gauche) ou Flag-
CRTH2 (panneau de droite) seuls ou en combinaison avec ANKRD13A (13A-HA). 
L’expression de surface des récepteurs a été quantifiée 42 h plus tard par ELISA. Les 
résultats montrent les valeurs moyennes  S.E.M. de 3 expériences indépendantes. 




5.3.5 Rôle des domaines d’ANKRD13A sur l’expression de 2AR et DP 
 
La protéine ANKRD13A régule à la hausse à la fois l’expression totale ainsi que l’expression 
de surface de plusieurs RCPG. Mais comment cette protéine parvient-elle à effectuer ces 
effets? Afin de répondre à cette question, nous avons généré 2 mutants dans lesquels 
nous avons délété les motifs individuels de la protéine ANKRD13A. Pour le premier 
mutant, nous avons éliminé les 96 premiers acides aminés porteurs de la séquence 
codante de 3 domaines ankyrines (13A-ANK). Pour le second mutant, ce sont les 72 
derniers acides aminés qui ont été délétés, éliminant ainsi les 4 domaines UIM à 
l’extrémité distale de la protéine ANKRD13A (13A-UIM) (Figure 48). Ces deux mutants 
ont été générés dans le but d’identifier la région de la protéine ANKRD13A qui est 
responsable pour la modulation des expressions des RCPG à l’étude. 
 
Figure 48  Mutants tronqués de la protéine ANKRD13A 
Représentation schématique des régions délétées de la protéine ANKRD13A. Adapté de 
Tanno et al., Mol. Biol. Cell, 2012. 
 
Chacun des mutants a été transfecté dans les cellules HEK293 avec les récepteurs 2AR ou 
DP étiquetés avec l’épitope Flag. Les lysats cellulaires obtenus ont été analysés par 
immunobuvardage 42 h post-transfection. Nous observons une augmentation de 
l’expression totale des récepteurs 2AR et DP losque les protéines ANKRD13A et 
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ANKRD13A-UIM sont co-exprimées avec un ou l’autre des récepteurs (Figure 49). Par 
contre, cet effet d’augmentation est aboli en présence du mutant ANKRD13A-ANK, et ce, 
pour les deux récepteurs. Le domaine ankyrine de la protéine ANKRD13A semble donc 
essentiel dans la fonction de promotion d’expression totale des récepteurs 2AR et DP.  
Par la suite, nous nous sommes intéressés aux effets de ces mutants sur l’expression de 
surface du récepteur 2AR. Étant donné que le mutant dépourvu de ses domaines 
ankyrines n’a plus d’effet sur l’expression de 2AR, il est possible que ce domaine ait aussi 
un rôle à jouer dans le transport du récepteur. Des cellules HEK293 ont été transfectées 
avec Flag-2AR seul ou en combinaison avec les protéines ANKRD13A et les mutants de 
cette dernière. La technique ELISA a été utilisée pour la détection des récepteurs à la 
surface des cellules. La figure 49 (en bas) montre qu’ANKRD13A ainsi que le mutant UIM 
augmente l’expression de surface de 2AR de 23% alors que le mutant ANK n’a aucun effet 
sur les niveaux d’expression. Nos données indiquent que le domaine ANK de la protéine 
ANKRD13A est responsable pour la promotion de l’expression totale et de l’expression de 




Figure 49  Effets des domaines d’ANKRD13A sur l’expression totale et de surface des  
RCPG 
Flag-2AR (A) et Flag-DP (C) ont été cotransfectées avec ANKRD13A, ANKRD13A-ANK ou 
ANKRD13A-UIM dans les cellules HEK293. Les niveaux d’expression totale des récepteurs 
ont été analysés par immunobuvardage (IB) avec les anticorps anti-Flag polyclonal, anti-
HA-HRP et anti-GAPDH. Les analyses densitométriques de trois expériences 
indépendantes sont montrées à droite de chacun des panneaux (B et D). L’expression de 
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Flag-2AR à la membrane plasmique a été détectée par ELISA (E). Les résultats montrés 
sont les valeurs moyennes  S.E.M. de 3 expériences indépendantes. **p  0,01, *p  0,05 
comparativement au contrôle (Ctrl). N=4 
 
5.3.6 Interaction des mutants d’ANKRD13A avec les récepteurs 2AR et DP 
 
Les domaines ankyrines sont impliqués dans la fonction d’ANKRD13A comme 
potentiateurs de l’expression totale et de surface des RCPG. Ces domaines sont bien 
connus pour être des régions importantes pour les interactions entre les protéines (voir 
Introduction). À partir de cette rationnelle, nous avons émis l’hypothèse que le mutant 
ANKRD13A-ANK perdrait sa capacité d’interaction avec les récepteurs, ce qui 
expliquerait pourquoi les effets d’expression totale et de surface sont perdus chez ce 
mutant. Des essais de co-immunoprécipitation ont été exécutés dans les cellules HEK293 
exprimant les récepteurs Flag-2AR ou Flag-DP seul ou en combinaison avec ANKRD13A, 
ANKRD13A-ANK et ANKRD13A-UIM. Après 42 h de transfection, les cellules ont été 
lysées et les récepteurs immunoprécipités avec l’anticorps anti-Flag-M2. Un 
immunobuvardage avec l’anticorps anti-HA-HRP a permis de détecter l’association des 
protéines ANKRD13A avec les récepteurs. Nos résultats montrent que les protéines 
ANKRD13A et ANKRD13A-ANK interagissent avec 2AR et DP. Cependant, une grande 
partie de l’interaction du mutant ANKRD13A-UIM est perdue avec les récepteurs (Figure 
50). Ce résultat indique que le mutant ANK conserve sa capacité de s’associer aux 
récepteurs et que les effets observés ne peuvent être expliqués par une perte de 
recrutement d’ANKRD13A. Donc, il est probable que le domaine ANK est responsable du 






Figure 50  Mutants d’ANKRD13A s’associant à 2AR et DP 
Des cellules HEK293 ont été transfectées avec Flag-2AR (panneau de gauche) ou Flag-DP 
(panneau de droite) seul ou avec ANKRD13A, ANKRD13A-ANK et ANKRD13A-UIM. 
L’immunoprécipitation (IP) a été réalisée 42 h post-transfection suivi d’une analyse par 
immunobuvardage (IB) en utilisant les anticorps anti-Flag polyclonal et anti-HA-HRP. N=2 
 
5.3.7 Domaine UIM d’ANKRD13A : région d’interaction avec la protéine JAMP 
 
La figure précédente montre une diminution de l’interaction du mutant UIM avec les 
récepteurs 2AR et DP. Comment expliquer le fait que le mutant UIM interagit moins avec 
les récepteurs, bien qu’on observe tout de même des effets aussi importants qu’avec 
ANKRD13A sur l’augmentation de l’expression totale et de surface des RCPG? Il serait 
possible que le domaine UIM soit une région importante pour le recrutement de protéines 
impliquées dans le contrôle de qualité ou la dégradation des RCPG. Mes travaux 
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précédents ont permis de mettre en évidence la fonction de la protéine JAMP dans la 
dégradation des RCPG. Cette protéine pourrait avoir un rôle à jouer, de concert avec 
ANKRD13A, sur l’expression des récepteurs. Nous avons donc émis l’hypothèse qu’une 
diminution de recrutement de JAMP aux récepteurs, via une perte d’interaction avec le 
domaine UIM, se traduirait par une augmentation d’expression des récepteurs 
(diminution de dégradation). Pour valider cette hypothèse, nous avons réalisé des essais 
d’immunoprécipitation avec la technologie SNAP. Les protéines ANKRD13A, ANKRD13A-
ANK et ANKRD13A-UIM ont été fusionnées à l’épitope SNAP en N-terminal suivi d’une 
co-transfection dans les cellules HEK293 avec JAMP. Le résultat de l’immunobuvardage a 
montré que JAMP interagit avec ANKRD13A et ANKRD13A-ANK. Par contre, cette 
interaction est perdue lorsque le domaine UIM d’ANKRD13A est délété (Figure 51). Ce 
résultat suggère que le domaine UIM est la région d’interaction avec la protéine JAMP. 
 
Figure 51  Interaction d’ANKRD13A avec JAMP 
Des cellules HEK293 ont été cotransfectées avec ANKRD13A, ANKRD13A-ANK ou 
ANKRD13A-UIM fusionné avec l’épitope SNAP, avec le vecteur vide ou HA-JAMP. 42 
heures post-transfection les cellules ont été lysées et sujet à immunoprécipitation (IP). 
Pour la détection par immunobuvardage (IB), les anticorps anti-SNAP et anti-HA-HRP ont 
été utilisés. N=1 
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5.3.8 ANKRD13A s’associe à la ligase RNF5 
 
L’ubiquitine ligase RNF5 est connue pour réguler l’expression de plusieurs protéines 
transmembranaires. Précédemment, notre groupe a montré que RNF5 protégeait les 
RCPG de la dégradation (Roy et al., 2013). En ubiquitinant JAMP, elle limitait le 
recrutement du protéasome dans l’environnement des récepteurs. De plus, ANKRD13A 
module l’expression des RCPG. Nous avons donc émis l’hypothèse que RNF5 pourrait être 
un membre important d’un complexe protéique régulant l’expression des récepteurs, avec 
la participation d’ANKRD13A et JAMP. Nous avons donc réalisé des essais 
d’immunoprécipitation pour vérifier une interaction potentielle entre ANKRD13A et RNF5. 
Des cellules HEK293 ont été transfectées de manière transitoire avec les constructions 
Flag-RNF5 et ANKRD13A-HA. Quarante-deux  heures post-transfection, les cellules ont été 
lysées et RNF5 immunoprécipitée avec l’anticorps Flag-M2. La co-immunoprécipitation a 
été détectée avec l’anticorps HA-HRP (Figure 52). Ce résultat suggère qu’ANKRD13A et la 
ligase RNF5 peuvent se retrouver dans un même complexe protéique. 
 
Figure 52  Interaction d’ANKRD13A avec RNF5 
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Des cellules HEK293 ont été transfectées de manière transitoire avec les constructions 
Flag-RNF5 seule ou en combinaison avec ANKRD13A (13A-HA). Quarante-deux heures plus 
tard, les cellules ont été lysées et l’immunoprécipitation (IP) réalisée avec un anticorps 
anti-Flag-monoclonal. L’anticorps anti-HA-HRP a été utilisé pour la détection de la co-
immunoprécipitation d’ANKRD13A. N=2 
 
 
5.3.9 Association d’ANKRD13A avec la chaperonne Hsc70 
 
Puisqu’ANKRD13A promeut l’expression totale et de surface de différents RCPG, nous 
avons pensé que ces effets pourraient être expliqués par le recrutement d’une 
chaperonne au niveau d’un complexe de régulation. Nous avons choisi une chaperonne 
cytosolique pour plusieurs raisons. RNF5 est exprimée du côté cytosolique du RE. JAMP 
fait le pont entre les récepteurs et la machinerie de dégradation au cytosol. ANKRD13A est 
exprimée au RE ainsi qu’à la membrane plasmique, suggérant ainsi une localisation 
membranaire, mais du côté cytosolique. On serait donc en présence d’un complexe 
protéique qui agirait sur le contrôle de qualité des protéines transmembranaires, mais du 
côté cytosolique de la membrane du RE. Nous avons donc choisi la chaperonne 
cytosolique Hsc70 puisqu’elle est connue pour réguler l’expression de protéines 
transmembranaires comme CFTR mais aussi de différents RCPG en s’associant à leurs 
domaines cytoplasmiques (Bergmayr et al., 2013; Lanctot et al., 2006). De plus, elle a été 
identifiée par SM comme partenaire d’interaction de 2AR. La protéine ANKRD13A 
fusionnée à la protéine GST a été exprimée chez la bactérie E. coli (souche DH5α), purifiée 
et incubée avec un lysat cellulaire de cellules HEK293 exprimant la chaperonne Hsc70 
endogène. Suite à l’immunoprécipitation, Hsc70 a été détectée avec un anti-Hsc70 (Figure 
53). Le résultat de l’immunobuvardage montre qu’ANKRD13A est capable de s’associer à 




Figure 53  Interaction de Hsc70 avec ANKRD13A 
Les protéines de fusion ont été exprimées et purifiées dans les bactéries E. coli (souche 
DH5α)et incubées pendant 3 h avec un lysat cellulaire de cellules HEK 293. Des billes de 
glutathion-Sepharose ont été utilisées pour l’immunoprécipitation suivie par un 
immunobuvardage pour la détection des protéines avec les anticorps anti-GST et anti-
Hsc70. Résultat préliminaire. N=1. 
 
 
5.3.10 Régulation différentielle de DP par ANKRD13A, RNF5 et JAMP 
 
Plusieurs résultats nous permettent de croire que les protéines ANKRD13A, RNF5 et JAMP 
sont des partenaires importants d’un complexe protéique impliqué dans la régulation des 
RCPG. Tout d’abord, chacune de ces protéines a la capacité de s’associer à plusieurs RCPG. 
Ensuite, les associations suivantes ont été montrées: ANKRD13A avec RNF5, ANRD13A 
avec JAMP (via le domaine UIM), RNF5 avec JAMP (données non montrées). De plus, 
ANKRD13A module à la hausse l’expression des récepteurs (2AR, CRTH2, DP et TP), 
RNF5 les protège contre la dégradation et JAMP augmente leur dégradation. À la lumière 
de ces observations, nous avons vérifié l’effet individuel de chacune de ces protéines sur 
l’expression du récepteur DP. Pour ce faire, des cellules HEK293 ont été transfectées avec 
le récepteur HA-DP seul ou en combinaison avec les vecteurs d’expression 13A-Myc, Flag-
RNF5 ou Flag-JAMP. Les cellules furent lysées deux jours plus tard et les échantillons 
préparés pour l’immunobuvardage. Tel qu’anticipé, ANKRD13A augmente l’expression de 
DP. Même chose pour RNF5 puisqu’elle protège le RCPG contre la dégradation. 
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Finalement, JAMP diminue l’expression de DP en augmentant sa dégradation (figure 57). 
Somme toute, ces trois protéines ont des effets très clairs, mais distincts, sur les niveaux 
d’expression du récepteur DP. Ces résultats évoquent la possibilité que les protéines 
ANKRD13A, RNF5 et JAMP possèdent des fonctions inter-reliées au sein d’un complexe 
multiprotéique qui contrôle la qualité des RCPG. Plusieurs expériences pourraient être 
réalisées dans le but d’élucider un lien possible entre ANKRD13A, RNF5 et JAMP. Nous 
savons que l’état d’ubiquitination de JAMP régule le niveau de dégradation de différents 
RCPG. Il serait donc intéressant de faire des essais d’ubiquitination sur JAMP 
lorsqu’ANKRD13A est surexprimé. De plus, le niveau de recrutement de RNF5 pourrait 
être quantifié, ce qui permettrait de déterminer si l’expression d’ANKRD13A module l’état 
d’ubiquitination de JAMP par RNF5. Dans un même ordre d’idée, il serait possible 
qu’ANKRD13A inhibe l’interaction de JAMP avec les RCPG ou avec le protéasome. Cette 
compétition pourrait être identifiée par des essais de co-immunoprécipitation. Ces études 
nous éclaireraient sur la possibilité d’un lien direct entre les protéines recrutées au RCPG 






Figure 544  Effet des protéines ANKRD13A, RNF5 et JAMP sur l’expression totale de DP 
Des cellules HEK293 ont été co-transfectées de manière transitoire avec les constructions 
codant pour les protéines indiquées en combinaison avec HA-DP. Les niveaux d’expression 
protéique ont été analysés par immunobuvardage (IB) en utilisant des anticorps anti-HA-






Les RCPG sont régulés par une multitude de mécanismes cellulaires impliquant une grande 
variété de protéines. Ces dernières interagissent entre-elles pour former des complexes 
qui auront comme fonction de réguler l’activité des récepteurs. Mes travaux de doctorat 
ont permis d’identifier plusieurs de ces mécanismes. Dans un premier temps, j’ai 
découvert différents partenaires impliqués dans l’internalisation du récepteur CRTH2. 
Deuxièmement, nous avons caractérisé un nouveau mécanisme de contrôle de qualité 
pour les RCPG. Finalement, j’ai identifié et caractérisé une nouvelle protéine aux 
propriétés chaperonnes impliquée dans la régulation de l’expression des RCPG. 
 
6.1 Mécanisme d’internalisation du récepteur CRTH2 
 
Beaucoup de publications scientifiques ont été écrites pour le récepteur CRTH2. La grande 
majorité de ces publications montrent les fonctions de CRTH2 dans différents types 
cellulaires et l’implication de ce récepteur dans diverses pathologies. Cependant, très peu 
de travaux ont été réalisés dans le but d’étudier le récepteur à une échelle moléculaire. 
Une seule publication montre l’implication de la queue C-terminale dans la signalisation 
du récepteur (Schroder et al., 2009). Ma première publication scientifique en tant que 
premier auteur dévoile pour la première fois le rôle des domaines de la queue C-terminale 
impliqués dans l’internalisation de CRTH2 par l’intermédiaire des GRK, de la PKC et de 
l’arrestine. 
L’internalisation, le recyclage et le tri lysosomal sont des processus clés qui régulent la 
signalisation spatiale et temporelle des récepteurs couplés aux protéines G exprimés à la 
surface des cellules. À ce jour, seuls quelques signaux de tri qui dictent le routage des 
RCPG  ont été identifiés. Dans le chapitre 1 dela section des résultats, nous avons identifié 
les déterminants de la queue C-terminale de CRTH2 impliqués dans son internalisation et 
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mis au jour un motif d'acides aminés responsable pour le recyclage du récepteur (figure 
54). 
 
Figure 555  Résumé des travaux du chapitre 1 
Représentation schématique des déterminants moléculaires impliqués dans 
l’internalisation du récepteur CRTH2 par les GRK2, GRK5, la PKC et l’arrestine-3. En bleu, 
les résidus acides. En vert, le résidu phosphorylable par les GRK2 et GRK5. En jaune, le 
résidu phosphorylable par la PKC. 
 
6.1.1 Caractérisation d’un motif de recyclage de type PDZ 
 
Des délétions graduelles de la queue C-terminale de CRTH2 ont révélé que plusieurs 
régions individuelles participent au trafic du récepteur. L'élimination des cinq derniers 
acides aminés (S391STSS395) cause une diminution d’environ 30% de l'internalisation du 
récepteur induite par un agoniste par rapport au récepteur de type sauvage (figure 27). 
Ces résidus Ser/Thr sont susceptibles à la phosphorylation et jouent un rôle important 
dans l'internalisation du récepteur activé. Cette séquence d'acides aminés n'est pas 
retrouvée dans une séquence de point isoélectrique acide qui est souvent nécessaire pour 
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la phosphorylation par les GRK. De plus, ces acides aminés ne semblent pas correspondre 
à un site consensus pour la PKA ou la PKC. En outre, nos données montrent que ces cinq 
résidus d’acides aminés ne sont pas  impliqués dans l'internalisation de CRTH2 par la PKC 
et ne sont pas nécessaires pour la promotion de l'internalisation du récepteur par les GRK 
ou l’arrestin-3. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si la 
région S391STSS395 est phosphorylée ainsi que d’identifier si d’autres kinases sont 
impliquées. Selon le programme de prédiction GPS 2.1.2 (prediction of kinase-specific 
phosphorylation sites), la caséine kinase II (CKII) serait une kinase potentielle pour 
phosphoryler cette région. Fait intéressant, les sites de phosphorylation de cette kinase 
sont essentiels pour l’internalisation arrestine-dépendante du récepteur GnRHR 
(Hanyaloglu et al., 2001). On ne peut pas exclure la possibilité que des kinases, différentes 
des GRK, modulent les niveaux d’internalisation du récepteur CRTH2. 
 
Le résultat le plus frappant dans cette étude est l'identification d'un motif de recyclage 
dans la queue C-terminale de CRTH2. La plupart des RCPG sont internalisés vers les 
endosomes et recyclés à la membrane plasmique. Cependant, peu d’informations sont 
connues sur les déterminants moléculaires des récepteurs et des protéines associées qui 
sont impliquées dans ce processus. Le recyclage des RCPG internalisés est impliqué dans la 
resensibilisation des RCPG et cet évènement est important pour préserver la réponse 
cellulaire en maintenant une densité de récepteurs relativement constante à la surface 
des cellules (Theriault et al., 2004). Notre hypothèse que la séquence d'acides aminés 
D330SEL333 est un motif de recyclage pour CRTH2 provenait des résultats de nos 
expériences d'internalisation avec les mutants Δ337 et Δ328. Une délétion progressive de 
la queue C-terminale du récepteur jusqu’à l'acide aminé 337 résultait en une perte 
progressive de l’internalisation de CRTH2. Une délétion supplémentaire jusqu’au résidu 
328 et la stimulation de ce mutant affichait une perte de récepteur à la surface cellulaire 
significativement plus élevée que le mutant Δ337. Nous avons noté la présence de la 
séquence en acides aminés D330SEL333 qui correspond au motif classique PDZ de type 1 
(D/E-S-X-Φ) impliqué dans le recyclage des protéines à la membrane plasmique 
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(Hanyaloglu et Zastrow, 2008). Il est intéressant de noter que la mutation individuelle des 
acides aminés D330SEL333 en alanine dans le récepteur CRTH2 complet a entraîné une 
augmentation d'environ 45% dans l'internalisation induite par l’agoniste des récepteurs 
mutants par rapport au récepteur de type sauvage. Ceci aurait pu être la conséquence de 
la suppression d'une séquence d'acides aminés qui entraverait l'internalisation du 
récepteur, soit structurellement ou par la liaison d’une protéine associée.  
Alternativement, cette modulation de l’internalisation pourrait avoir été causée par la 
suppression d'un motif de recyclage, ce qui entraînerait une augmentation de la détection 
de la perte des récepteurs exprimée à la surface cellulaire. Un traitement avec l'inhibiteur 
de recyclage monensine a entraîné une augmentation de l’internalisation du récepteur 
complet et du mutant 337. À l’inverse, l'internalisation du récepteur 328 et des 
mutants D330A, S331A, E332A et L333A générés dans le mutant 337 ou le récepteur de 
type sauvage, ne sont pas affectés par la monensine. Fait intéressant, l'internalisation du 
mutant 337, en présence de monensine, a atteint le même niveau que les mutants 
D330SEL333 mutés en résidus alanine ainsi que pour le récepteur 328. De manière 
similaire, l’internalisation du récepteur complet lorsque le recyclage est inhibé a été 
augmentée et affichait un niveau d’internalisation similaire aux récepteurs D330SEL333 
mutés en alanine. Ces résultats montrent que la séquence en acides aminés D330SEL333 est 
un motif de recyclage de CRTH2. 
Des séquences spécifiques en acides aminés requises pour un recyclage efficace après 
endocytose induite par un ligand ont été identifiées dans un petit nombre de RCPG 
(Hanyaloglu et Zastrow, 2008). Nous avons montré que les acides aminés 335-344 du 
récepteur TP sont impliqués dans une interaction directe avec Rab11, ce qui était 
nécessaire pour le recyclage du récepteur (Hamelin et al., 2005). Les récepteurs 1-
adrénergiques (Gage et al., 2005; Hu et al., 2000), 2-adrénergiques (Cao et al., 1999; 
Gage et al., 2001) et le récepteur à l'hormone thyréostimuline-stimulante (Krishnamurthy 
et al., 2003) contiennent chacune des séquences de recyclage qui sont conformes aux 
motifs classiques PDZ de type 1. La localisation distale de ces séquences est essentielle 
pour interagir avec les protéines PDZ parce que le groupement carboxylate libre est 
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nécessaire pour former un lien ionique dans la pochette de liaison du domaine PDZ 
(Hanyaloglu et Zastrow, 2008). L'identification d’une séquence de recyclage dans le 
récepteur à l'endothéline A a mis au jour l'existence d'une autre classe de séquence de 
recyclage des RCPG correspondant à un ligand PDZ interne (Hillier et al., 1999; Paasche et 
al., 2005; Trejo, 2005). Ceux-ci correspondent à de petits peptides internes qui se replient 
en feuillet  requis pour la liaison PDZ (Paasche et al., 2005). L'analyse de la queue C-
terminale de plus de 300 RCPG prédit que 35 récepteurs différents possèdent un motif qui 
satisfait aux critères de la séquence d'un motif PDZ interne (Paasche et al., 2005). 
Cependant, il reste à déterminer si ces motifs PDZ prétendus constituent des séquences 
de recyclage fonctionnelles dans leur environnement natif. Fait intéressant, l'un des RCPG 
qui a été identifié par cet alignement était DP2R ou CRTH2. Il s'avère que le motif de 
recyclage D330SEL333 de CRTH2 que nous avons identifié fait  partie d'un motif PDZ interne 
prévu dans cette étude (Paasche et al., 2005). Il est également intéressant de noter que 
les acides aminés D330SE332 du motif de recyclage sont aussi les résidus cibles de GRK2, 
GRK5 et, probablement, l’arrestin-3. La liaison de l’arrestine à un RCPG activé implique la 
reconnaissance de sites de phosphorylation et la stabilité d’une telle interaction peut 
contrôler la cinétique de recyclage et de resensibilisation (Oakley et al., 2001). Il est 
probable que la phosphorylation du récepteur fournisse un niveau supplémentaire de 
régulation pour les interactions avec le domaine PDZ. La phosphorylation du résidu sérine 
dans le motif PDZ de type 1 du récepteur 2-adrénergique par GRK5 perturbe l'interaction 
avec NHERF/EBP50 et le récepteur (Cao et al., 1999). 
 
6.1.2 Identification des résidus impliqués dans l’internalisation de CRTH2 par les 
GRK2, GRK5, la PKC et l’arrestine-3 
 
La délétion de la queue C-terminale du récepteur jusqu'au résidu 357 et 337 diminue 
l'internalisation de CRTH2 induite par l’agoniste de  45% et 50%, respectivement, par 
rapport au récepteur natif (figure 27). La promotion de l’internalisation de CRTH2 par 
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GRK6 pour ces deux récepteurs mutants est considérablement réduite en comparaison 
avec le mutant Δ390 (figure 30). Il est fort probable que le site majeur de la GRK6 se 
retrouve entre les résidus 357 et 390. Il y a seulement deux résidus sérines dans cette 
portion de la queue C-terminale. La mutation de ces résidus individuellement ou en 
combinaison nous permettrait de déterminer le site d’action de la GRK6. L'augmentation 
de l'internalisation du récepteur mutant Δ337 par GRK2 et GRK5 est moins affectée par 
rapport à l’effet de GRK6. Toutefois, les GRK2 et GRK5 ont été incapables de promouvoir 
l'internalisation des mutants Δ328 et Δ317. Ainsi, il semble que les GRK2 et GRK5 agissent 
à un site différent de GRK6 pour la promotion de l'internalisation de CRTH2 induite par un 
agoniste. Nous avons montré à la fois pour le mutant Δ337 et le récepteur de type 
sauvage que l'Asp330, Ser331 et Glu332 sont nécessaires pour la promotion de 
l'internalisation du récepteur par GRK2 et GRK5. La Ser331 est probablement la cible de la 
phosphorylation par ces deux GRKs car elle est flanquée de deux résidus acides et ce type 
d’arrangement est un site consensus de phosphorylation pour les GRK (Franco et al., 
2007). Des sites de phosphorylation semblables pour les GRK2 et GRK5 ont été rapportés 
pour le récepteur 2-adrénergiques (Fredericks et al., 1996). La spécificité des résidus 
Asp330, Ser331 et Glu332 a été montrée par l'absence d'effet des Leu333, Gly334 et Gly335 
mutées en Ala dans la promotion de l’internalisation de CRTH2 par GRK2 et GRK5. Une 
autre évidence du rôle de la phosphorylation du récepteur CRTH2 par les GRK a été 
obtenue par la co-expression des dominants négatifs (GRK2-K220R, GRK5-K215R et GRK6-
K215R). Ces mutants des GRK dépourvus d’activité kinase inhibent l'internalisation induite 
par un agoniste du récepteur. Des essais de déphosphorylation, à l’aide de la lambda 
phosphatase, nous permettraient de confirmer l’effet des kinases sur le récepteur CRTH2 
en comparant les patrons d’expression par immunobuvardage.  
Nous avons déterminé qu'un domaine impliqué dans l'internalisation de CRTH2 induite 
par la PKC se trouve entre les acides aminés 337 et 357. Par mutagenèse dirigée, nous 
avons identifié la Thr347 comme étant la cible majeure pour la PKC dans cette région du 
récepteur. Pris dans leur ensemble, nos données montrent que l’internalisation de CRTH2 
peut être régulée par diverses kinases et implique différents déterminants de la queue C-
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terminale du récepteur. La phosphorylation des RCPG par les GRK déclenche le 
recrutement et la liaison des arrestines avec une plus grande affinité aux récepteurs. Fait 
intéressant, l’arrestin-3 favorise l'internalisation induite par un agoniste du mutant Δ337, 
mais pas du mutant Δ328 dépourvu du site cible pour GRK2 et GRK5. Ceci indique que 
l'internalisation de CRTH2 induite par l’arrestin-3 est régulée par les GRK2 et/ou GRK5. 
Des essais de co-immunoprécipitation ou de GST pulldown entre le mutant Δ328 et 
l’arrestine-3 nous permettraient de confirmer la perte d’interaction entre les deux 
protéines. Une validation supplémentaire par microscopie confocale confirmerait la région 
d’association entre CRTH2 et l’arrestine-3. Par exemple, les mutants Δ337 et Δ328 
pourraient être cotransfectés avec l’arrestine-3 suivi d’une stimulation avec l’agoniste 
pendant une heure. Après marquage, le recrutement différentiel de l’arrestine aux 
différents récepteurs pourrait être visualisé et permettrait de comparer les patrons de 
colocalisation entre les deux protéines. Selon notre hypothèse, le mutant Δ328 perdrait la 
capacité de recruter l’arrestine suite à une stimulation. Ainsi, il serait possible de 
confirmer que la région 328-337 est essentielle pour le recrutement de l’arrestine au 
récepteur CRTH2. 
Nous avons identifié des domaines dans la partie cytoplasmique de CRTH2 qui sont 
impliqués dans la régulation du trafic du récepteur. Le fait que les acides aminés D330SE332 
font partie d'un motif de recyclage explique sans doute pourquoi nous n'avons pas 
détecté une perte d’internalisation des récepteurs tronqués, même si les cibles 
potentielles de GRK2 et GRK5 ont été enlevées. La diminution possible de l'internalisation 
du récepteur provoquée par l’élimination des sites GRK peut être compensée par une 
augmentation de l'internalisation via la perte de recyclage des récepteurs. Notre étude 
montre aussi que d'autres domaines cytoplasmiques du récepteur participent à 
l’internalisation induite par l’agoniste ou par l’activation de la PKC puisque la suppression 
d'une grande partie de la partie C-terminale de CRTH2 n'a pas complètement aboli ces 
processus. L'internalisation et le recyclage de CRTH2 et des mutants du domaine PDZ 
interne D330SEL333 n'ont pas été affectés par les protéines NHERF1/EBP50 ou par PSD-95 
qui contiennent le domaine capable de lier le motif PDZ (données non incluses). 
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Déterminer l'identité des protéines cytoplasmiques qui interagissent avec la queue C-
terminale de CRTH2, en particulier avec la séquence PDZ interne D330SEL333, permettra 
d’élucider leurs fonctions dans le transport du récepteur. Ces partenaires d’interactions 
pourraient fournir des indices concernant l’importance de la séquence en acides aminés 
qui régulent les fonctions de recyclages des RCPG. 
 
6.2  Nouveau mécanisme de contrôle de qualité pour les RCPG 
 
6.2.1 Nouvelle approche par protéomique identifie des partenaires d’interactions de 
2AR 
 
Afin d'identifier de nouveaux partenaires d'interaction de 2AR au niveau du réticulum 
endoplasmique, nous avons développé et validé une stratégie de purification protéique 
sans l’utilisation de gels, qui rend possible l'analyse de l’interactome du récepteur. Afin de 
purifier les RCPG et leurs partenaires d'interaction de leur milieu natif, la purification du 
récepteur doit être effectuée à partir de cellules intactes. Les méthodes FLAG (FLAG 
affinity purification) et TAP (Tandem affinity purification) permettent la purification de 
RCPG à partir de lysats cellulaires (Bartoi et al., 2010; Daulat et al., 2007; Francesconi et 
al., 2009; Free et al., 2007; He et al., 2007; Lyssand et al., 2008; Wacker et al., 2008). Les 
deux méthodes ont des avantages distincts. La purification par affinité utilisant l’épitope 
FLAG implique la fusion d’une étiquette relativement petite comparativement à 
l’étiquette TAP, réduisant ainsi la possibilité que l’épitope interfère avec le repliement et 
la fonction du récepteur modifié. De plus, la purification FLAG est basée sur une seule 
étape de purification par affinité permettant aux partenaires protéiques plus instables de 
demeurer associés au récepteur lors de la procédure (Nilsson et al., 1997). Quant à la 
technique TAP, elle consiste en une purification par affinité en deux étapes qui 
permettent l'élimination des contaminants et l'identification des partenaires d’interaction 
(Puig et al., 2001). Les récepteurs ont été exprimés à des niveaux physiologiques (0,156 ± 
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0,039 pmol/mg) dans les cellules stables TAP-2AR et à des niveaux supra-physiologiques 
(3,470 ± 0,519 pmol/mg) pour les cellules Flag-2AR. Nous avons confirmé que leur 
fonction ainsi que leur transport à la membrane plasmique étaient normaux.  
Précédemment, des analyses protéiques sans l’utlisation de gels d’acrylamide avec des 
RCPG ont été utilisées avec succès pour identifier de nouveaux partenaires d'interaction 
(Lyssand et al., 2008; Wacker et al., 2008). Cependant, ces études n'ont pu détecter des 
partenaires d'interaction connus des RCPG par la technique de spectrométrie de masse 
(SM), ce qui limite leur utilité générale pour caractériser les protéomes complets des 
récepteurs. Une autre étude utilisant l’épitope TAP avec le récepteur humain de la 
mélatonine (Daulat et al., 2007) suivie d'une analyse SM a identifié avec succès plusieurs 
isoformes de protéines G hétérotrimériques déjà identifiée comme étant couplées aux 
récepteurs de la mélatonine. Toutefois, dans ce cas, l'utilisation de digestions en gel de 
l'éluat final précédant l'analyse SM était requise pour éliminer les contaminants ainsi que 
pour éliminer le détergent présent dans l'élution. Cependant, cette étape supplémentaire 
peut limiter l’identification de protéines membranaires ou de faibles abondances car elles 
peuvent être perdues lors de cette étape. Comme alternative, les protocoles de digestion 
en solution permettent la trypsinisation des protéines directement dans l'élution finale, 
donc plus de protéines d’interactions co-purifiées sont digérées. Toutefois, les détergents 
présents dans l'élution finale doivent être enlevés puisqu’ils interfèrent avec l'analyse SM 
subséquente. La technique pour éliminer le détergent de l'élution finale dépend des 
propriétés spécifiques du détergent.  
Pour la purification TAP, nous avons utilisé le DDM comme détergent de choix. Ce 
détergent a une faible concentration micellaire critique (CMC) et forme de grandes 
micelles d'une masse approximative de 70 kDa (Vanaken et al., 1986). Ainsi, des 
techniques telles que la dialyse ne peuvent pas être utilisées pour l'élimination du 
détergent. Nous avons décidé d'utiliser la technique FASP pour enlever le DDM et 
préparer l'échantillon pour la SM (Wisniewski et al., 2009). L'élimination du détergent se 
produit dans la portion initiale du protocole en utilisant un tampon à base d’urée qui 
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permet la dissociation des micelles de détergent (Speers et Wu, 2007). Ainsi, nous avons 
supposé que le DDM pourrait également être éliminé par l'urée en utilisant le protocole 
FASP. Nous avons utilisé FASP pour enlever le DDM de l’élution finale suivi du protocole 
de TAP à grande échelle et de la préparation des échantillons pour analyse par SM. 
Dans le cas de la purification FLAG, nous avons utilisé le détergent OG et son élimination 
peut être facilement réalisée par des extractions avec de l’acétate d’éthyle. Les 
extractions d’acétate d’éthyle permettent l'élimination efficace d’OG des  échantillons 
digérés en solution puisque la solubilité de ce détergent est plus grande dans ce solvant 
organique (Yeung et Stanley, 2001). L'extraction à l’acétate d’éthyle offre un avantage 
important par rapport à FASP, requis dans la procédure de TAP, car elle limite la 
manipulation de l'échantillon lors de l'élimination du détergent. De façon inattendue, la 
technique FLAG semble avoir purifié plus de récepteurs sous leur forme oligomérique. 
Puisque nous avons utilisé le pool total de récepteurs pour la purification FLAG, les 
partenaires d'interaction identifiés après analyse par spectrométrie de masse sont 
représentatifs de différents états de conformation de la population de récepteurs. Il serait 
intéressant de séparer les différents états de récepteurs, les oligomères des monomères, 
avant de procéder à la purification FLAG afin d'identifier les différents partenaires 
d’interactions associés à ces états. Il est possible que les états de dimérisation changent 
entre les récepteurs étiquetés TAP ou FLAG et ceci pourrait affecter la population de 
partenaires d’interactions. Une analyse minutieuse des résultats individuels de chacune 
des méthodes de purification pourrait nous donner plus d’indices à cet égard. Les deux 
techniques de purification nous ont permis d’identifier des partenaires d’interaction 
connus de 2AR. Cependant, seulement la combinaison des deux méthodes permet de 
générer un portrait plus complet de l’interactome du récepteur. Ceci souligne à nouveau 
la nécessité d'utiliser des techniques alternatives pour valider les résultats d'un seul 
criblage. Ce point a également été soulevé par le fait que JAMP, qui interagit avec les 
récepteurs 2AR et DP, n’a pas été pêché par les techniques de purification TAP ou FLAG. 
L'utilisation de détergents est généralement un obstacle majeur aux criblages 
protéomiques. Ceci est probablement dû au fait que certaines interactions sont instables 
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dans un détergent donné et ne seront donc pas identifiées. De plus, l’élimination de 
détergents pour une analyse ultérieure par SM peut affecter l'interaction des partenaires 
avec le récepteur. Cependant, nous pensons que notre approche, en dépit de ses 
faiblesses, sera d'usage général pour les protéines membranaires puisqu’elle permet la 
validation de nombreux partenaires suite au criblage protéomique. Certes, il faut être 
prudent avant de conclure que l'interaction identifiée dans un criblage est valide. Chaque 
criblage peut ne pas identifier des interacteurs clés ou générer des faux positifs. Le fait 
que nous avons utilisé plusieurs types de criblage avec des niveaux distincts d'expression 
du récepteur a permis d'établir un certain degré de confiance des résultats. Cela dit, aucun 
criblage n’est parfait et plusieurs expériences ont été nécessaires pour construire le 
réseau que nous avons décrit dans cette étude. Nous avons identifié différents partenaires 
d'interaction de 2AR, dans les deux criblages, lesquels font partie de la machinerie de 
contrôle qualité au RE. Parmi ces protéines, on retrouve des chaperonnes luminales 
(calnexine, Grp78/BiP) et cytosolique (Hsc70), des cochaperonnes (DNAJB11), des 
composantes impliquées dans la rétrotranslocation (Npl4, Ufd1, VCP, Derlin-1, Sec61), des 
ubiquitines ligases (gp78, RNF5) et des sous-unités du protéasome (RPT2, RPT4, PSMC1, 
PSMC2, PSMC3). Toutes ces protéines ont des fonctions importantes pour la régulation du 
repliement et de la dégradation des protéines transmembranaires au RE. Parmi tous les 
candidats, notre attention s’est tournée vers RNF5, une E3 ubiquitine ligase capable de lier 
les membranes via son domaine transmembranaire et localisée sur la face cytosolique du 
RE (Younger et al., 2006; Zhong et al., 2010). Cette dernière est connue pour détecter les 
défauts des domaines cytosoliques de protéines transmembranaires exprimées au RE 
(CFTR, pendrine). De plus, elle régule l’expression de CFTR en coopérant avec des 
chaperonnes (Hsc70), des cochaperonnes (DNAJB12) et d’autres ubiquitines ligases (CHIP, 
gp78). Elle semble être un partenaire important dans la régulation protéique des 
protéines transmembranaires du RE. Pour toutes ces raisons, nous pensions que RNF5 
aurait un rôle à jouer dans le repliement et/ou la dégradation des RCPG. Tout d’abord, nos 
expériences de co-immunoprécipitation ont confirmé l'interaction entre RNF5 endogène 
et les deux RCPG 2AR et DP. Ces interactions ont été détectées en conditions basales et 
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n'étaient pas modulées par une stimulation des récepteurs par leur agonistes respectifs. 
Ceci est cohérent avec la localisation connue de RNF5 et avec nos résultats de microscopie 
confocale montrant que DP colocalise avec RNF5 dans la région périnucléaire, indiquant 
que l'interaction se produit tôt dans la voie de biosynthèse. RNF5 semble afficher une 
spécificité d’interaction pour les RCPG puisqu’elle n’est pas co-immunoprécipitée avec 
CRTH2, un récepteur connu pour être facilement replié et exporté vers la membrane 
plasmique avec une haute efficacité (Parent et al., 2010; Roy et al., 2010). Ces résultats 
confirment notre idée que RNF5 est impliquée dans le contrôle de qualité des RCPG au 
niveau du RE. 
 
6.2.2 RNF5 régule l’expression des RCPG via l’ubiquitination de JAMP 
 
RNF5 n'a pas favorisé l'ubiquitination et la dégradation des récepteurs 2AR et DP, 
contrairement à ce qui a été montré pour d'autres protéines transmembranaires telles 
que CFTR, pendrine, MITA ou VISA (Lee et al., 2012; Morito et al., 2008; Zhong et al., 2009; 
Zhong et al., 2010). Ce résultat fait aussi contraste avec ce qui a été montré pour d'autres 
ubiquitines ligases et leur effet sur les RCPG pendant la biogenèse des récepteurs ou après 
stimulation par agoniste (Alonso et Friedman, 2013; Alonso et al., 2011). Plutôt, nos essais 
de surexpression et de déplétion ont montré que RNF5 régule à la hausse l’expression 
totale des récepteurs 2AR et DP. RNF5 peut également ubiquitiner des substrats sans les 
cibler vers la dégradation, comme il est connu pour la paxilline (Didier et al., 2003) et 
JAMP (Tcherpakov et al., 2009). Même si RNF5 forme un complexe avec les récepteurs 
2AR et DP, il reste possible que la régulation de l'expression des RCPG par RNF5 implique 
d'autres protéines présentes dans le complexe. Précédemment, il a été montré que RNF5 
s’associe et régule l’ubiquitination de JAMP dans la membrane du RE (Tcherpakov et al., 
2009). L’ubiquitination de JAMP par RNF5 inhibe sa capacité à recruter les sous-unités du 
protéasome et ainsi empêche les protéines mal repliées d’être dégradées (Tcherpakov et 
al., 2008). Nous avons montré que JAMP interagit également avec 2AR et DP. Il est 
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intéressant de noter que l’expression de JAMP n'a pas été affectée en présence de 
l’inhibiteur du protéasome, indiquant une longue demi-vie de la protéine ou que sa 
dégradation se fait par l'intermédiaire d'autres systèmes de protéase. D'autres études 
seront nécessaires pour déterminer cette possibilité. Pris dans leur ensemble, nos 
données indiquent que JAMP joue un rôle important dans le contrôle des niveaux 
d'expression des RCPG et favorise grandement leur dégradation par le protéasome. En 
accord avec le rôle de JAMP dans sa fonction de recrutement du protéasome pour la 
dégradation des récepteurs, nous avons montré que l'interaction entre la sous-unité Rpt5 
du protéasome et JAMP est augmentée lorsque DP est surexprimé. Nous avons observé 
une diminution de l’ubiquitination de JAMP lorsque l’expression de RNF5 est inhibée, 
corrélant ainsi une étude précédente (Tcherpakov et al., 2009). De plus, la dégradation 
des récepteurs par JAMP a été accrue dans les cellules où RNF5 était déplétée. Nos 
résultats suggèrent que RNF5 régule à la hausse l’expression totale de 2AR et DP en 
ubiquitinant JAMP, empêchant ainsi le recrutement du protéasome. Il est également 
intéressant de noter que la dégradation de RNF5 par le protéasome a été empêchée 
quand 2AR et DP étaient coexprimés. Une relation de coopération mutuelle semble donc 
exister entre ces récepteurs et RNF5 dans la protection contre la dégradation. Les deux 
récepteurs semblent également augmenter l'expression de la protéine JAMP, tel 
qu’observé aux figures 39 et 41D du chapitre 2. Les RCPG semblent diminuer la 
dégradation ou augmenter la synthèse de JAMP. On pourrait envisager que les RCPG en 
surexpression créent une surcharge au niveau du RE et que la cellule réagit pour rétablir la 
protéostasie. Les facteurs impiqués dans le repliement et la dégradation, comme JAMP, 
seraient favorisés et/ou stabilisés. De plus, JAMP ne semble pas être dégradé au 
protéasome puisque la présence de l’inhibiteur epoxomicyne n’a aucun effet sur son 
expression (figure 41C). Ceci peut s’expliquer par le fait que JAMP aurait une demie-vie 
très longue et la présence de l’inhibiteur pendant 16 heures n’est pas suffisante pour 
moduler les niveaux d’expression de la protéine. Il est possible que JAMP ne soit tout 





6.2.3 RNF5 retient les récepteurs défectueux au RE 
 
Même si RNF5 augmente l’expression totale des protéines 2AR et DP, elle diminue 
l’expression de surface de ces deux récepteurs. Cette observation suggère que la ligase 
régule une étape critique de contrôle de qualité au RE, possiblement en facilitant 
l’association d'autres protéines d'interaction avec les récepteurs. Agissant comme un 
facteur clé dans le contrôle de la qualité des RCPG, il est possible que RNF5 retienne les 
récepteurs au RE pour effectuer un suivi sur leur état de repliement. Un rôle similaire pour 
RNF5 a été décrit pour la protéine CFTR. En effet, Younger et al. ont identifié RNF5 en tant 
que composante d'un complexe E3 ubiquitine ligase associé au RE qui contient la protéine 
Derlin-1, un facteur de contrôle qualité à quatre domaines transmembranaires. RNF5 et 
Derlin-1 coopèrent pour retenir la protéine CFTR dans la membrane du RE (Younger et al., 
2006). Il est donc possible que cela se produise également avec 2AR et DP, et interfère 
avec l’export du récepteur. Il est également possible que l'inhibition de la dégradation des 
récepteurs par JAMP provoque l'accumulation de formes mal repliées/mal assemblées de 
2AR et DP au RE résultant en la formation d'agrégats et une rétention intracellulaire. 
Cette possibilité est appuyée par nos essais de liaison avec un radioligand qui ont montré 
que l'augmentation des niveaux de protéines des récepteurs lorsque RNF5 est 
surexprimée n'était pas accompagnée par une augmentation du nombre de sites de 
liaison détectée pour 2AR. Ces résultats confirment l'hypothèse que la surexpression de 
RNF5 conduit à une accumulation de récepteurs mal repliés, non repliés ou agrégés qui 
sont normalement dégradés par JAMP et le protéasome. 
 





La régulation protéique de CFTR est un des modèles les plus étudiés dans le but de 
comprendre les évènements de contrôle de qualité des protéines transmembranaires. 
Plusieurs partenaires d’interaction de CFTR ont été identifiés et leurs fonctions 
caractérisées. Parmi ceux-ci, on retrouve RNF5 et plusieurs de ses partenaires. 
Précédemment, un complexe associé à la membrane du RE a été identifié contenant la E3 
ligase RNF5, l’enzyme E2 Ubc6e et Derlin-1 (Younger et al., 2006). Ce complexe coopère 
avec un autre complexe cytosolique, Hsc70/CHIP, pour le triage de CFTR et du mutant 
CFTRF508. La fonction de chacune de ces protéines est connue. Derlin-1 retient CFTR 
dans la membrane du RE et interagit avec RNF5 et Ubc6e pour l’ubiquitination et la 
dégradation de CFTR. RNF5 reconnaît les défauts de repliement du mutant de délétion 
F508 pendant la traduction alors que la ligase CHIP agit de manière post-traductionnelle. 
Ainsi les ligases RNF5 et CHIP agissent séquentiellement du côté cytosolique de la 
membrane du RE pour détecter l’état de repliement de CFTR. RNF5 agit aussi de manière 
séquentielle avec la ligase gp78. Cette dernière mono-ubiquitine CFTR et RNF5 continue la 
poly-ubiquitination pour cibler CFTR vers la dégradation. Finalement, RNF5 s’associe à la 
cochaperonne de type Hsp40, DNAJB12, pour cibler CFTR ves la dégradation. Dans le cas 
de CFTR, RNF5 recrute une multitude de partenaires protéiques impliqués dans la 
détection, le repliement, l’ubiquitination, la rétrotranslocation et la dégradation du canal 
ionique. Fait intéressant, les résultats des criblages des purifications Flag et TAP ont 
identifiés des partenaires d’interaction du récepteur 2AR connus pour s’associer à RNF5. 
Parmi ceux-ci on note gp78, Derlin-1, et Hsc70. On pourrait aussi ajouter JAMP même s’il 
n’a pas été pêché par cette technique. On pourrait imaginer un mécanisme d’action 
similaire à celui de CFTR mais pour la régulation des RCPG. Par exemple, RNF5 poly-
ubiquitinerait JAMP avec des chaînes de topolgie K63 pour protéger les RCPG de la 
dégradation. Puisque gp78 et RNF5 ont été pêchées dans la purification, il serait possible 
que l’ubiquitination se fasse en deux temps, de manière similaire à CFTR. D’une part gp78 
procèderait à la première ubiquitination de JAMP et RNF5 prend la relève pour allonger la 
chaîne d’ubiquitine. D’autre part, Derline-1 serait recrutée et procéderait à la 
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rétrotranslocation du RCPG de la membrane du RE. Hsc70 pourrait être un acteur de 
premier plan pour permettre le repliement adéquat des RCPG. 
 
Cette thèse décrit une nouvelle approche protéomique sans l’utilisation de gel de 
polyacrylamide et elle peut être utilisée pour identifier de nouveaux partenaires 
d’interaction des RCPG. La technique permet de purifier et d’identifier des partenaires 
protéiques des RCPG dans un contexte cellulaire. Les résultats des criblages ont permis 
d’identifier l’ubiquitine ligase RNF5 connue pour être impliquée dans le contrôle de 
qualité de plusieurs protéines polytropiques. Cela a conduit à la caractérisation d'un 
nouveau mécanisme de contrôle de la qualité des RCPG faisant intervenir les protéines 
RNF5 et JAMP comme étant des composantes importantes d’un système de régulation qui 
module la stabilité des RCPG. Cette approche pourra être utilisée pour identifier des 
partenaires du récepteur CRTH2 afin de mieux caractériser les autres kinases impliquées 
dans l’internalisation du récepteur. De plus, il serait intéressant de connaître la protéine  
reconnaissant le motif PDZ interne de CRTH2 pour paufiner le mécanisme de recyclage du 
récepteur. 
Les fonctions de dégradation de la ligase RNF5 ont été étudiées pour plusieurs protéines 
transmembranaires. Cependant, aucune publication n’a mis en évidence l’effet de cette 
protéine sur la régulation des RCPG. Nous sommes le premier groupe à montrer une 
interaction entre RNF5 et les RCPG. RNF5 entraîne une perte de recrutement du 
protéasome en ubiquitinant JAMP, ce qui a pour effet de protéger les RCPG de la 
dégradation. Dans ce cas-ci, RNF5 n’ubiquitine pas directement le RCPG, mais agit plutôt 
par une tierce partie. Nos travaux ont mis en évidence un nouveau mécanisme de contrôle 





Figure 566  Résumé des travaux du chapitre 2 
 
6.3 ANKRD13A est un nouveau partenaire d’interaction des RCPG 
 
Les travaux présentés dans la troisième partie de cette thèse ont permis d’identifier la 
protéine ANKRD13A comme nouveau partenaire d’interaction de plusieurs RCPG. Les 
interactions et les fonctions de cette protéine n’ont pas été caractérisées pour les RCPG. 
Une seule publication existe sur cette protéine et elle porte sur son implication dans 
l’internalisation du récepteur à l’EGF. Nos travaux se sont davantage orientés sur ses 
fonctions dans la synthèse des RCPG et le transport des récepteurs vers la membrane 
plasmique. Nos résultats de microscopie confocale ont identifié ANKRD13A comme étant 
une protéine exprimée au RE puisqu’elle colocalise avec la calnexine. N’exprimant pas de 
domaines transmembranaires, on ne peut conclure si elle est luminale ou associée aux 
membranes du RE. De plus, la résolution du microscope confocal de nous permet pas de 
discriminer entre une expression luminale ou membranaire de la protéine. Des 
expériences supplémentaires doivent être faites pour déterminer si elle est exprimée dans 
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le RE ou associée à la membrane du RE du côté cytosolique. Des essais de fraction 
cellulaire pourraient nous éclairer sur ce point. Cependant, des évidences nous 
permettent de croire que la seconde hypothèse serait la plus probable. Les travaux de 
Tanno et al. (Tanno et al., 2012) ont montré par des essais de biotinylation que la protéine 
ANKRD13A était ancrée à la membrane plasmique via sa portion centrale 
(indépendamment des domaines ankyrines et UIM). De plus, nous savons qu’ANKRD13A 
s’associe à RNF5, une protéine à un passage transmembranaire avec son une extrémité C-
terminale du côté cytosolique. Elle serait donc une protéine exprimée dans le cytosol des 
cellules. Les essais de co-immunoprécipitation ont permis de valider son association aux 
récepteurs 2AR, CRTH2, TP et DP. Contrairement à RNF5 qui semble avoir une spécificité 
d’interaction pour certains RCPG (en liant 2AR, DP, TPmais pas CRTH2), ANKRD13A 
interagit avec tous les récepteurs testés (2AR, DP, TP, CRTH2). Cette association semble 
se faire via la région centrale d’ANKRD13A puisque la délétion des domaines ankyrines 
proximaux ou des domaines UIM distaux permettent toujours une détection de 
l’interaction avec les récepteurs 2AR et DP (figure 50). Cette association régule la 
synthèse des récepteurs 2AR, CRTH2 et DP ainsi que le transport cellulaire de 2AR et 
CRTH2. Fait intéressant, ANKRD13A semble promouvoir l’expression de surface de DP tel 
que montré à la figure 45. DP est un récepteur retenu au RE et est difficilement visible à la 
membrane plasmique. Cependant, sa co-expression avec ANKRD13A permet une 
expression franche à la surface cellulaire, visible par microscopie confocale. Ceci renforce 
l’idée qu’ANKRD13A facilite le transport des RCPG vers la membrane plasmique. 
 
6.3.1 ANKRD13A influence la synthèse et le transport intracellulaire des RCPG 
 
Les essais d’expression sur les récepteurs 2AR, CRTH2 et DP ont permis de mettre en 
évidence les rôles potentiels d’ANKRD13A dans la synthèse, la stabilisation ou le 
repliement des RCPG. Les figures 46 et 50 montrent l’effet potentiateur d’ANKRD13A sur 
les niveaux d’expression totaux des RCPG. Localisée au RE et impliquée dans la régulation 
203 
 
de l’expression des récepteurs, nous croyons qu’ANKRD13A exercerait ses fonctions dans 
ce compartiment, du moins, en partie. Il serait intéressant de confirmer, avec des ARN 
interférants, la quantité de récepteurs produits suite à la transfection de ceux-ci dans 
notre modèle cellulaire de HEK 293. Ces expériences pourraient permettre de confirmer 
ou infirmer le rôle essentiel d’ANKRD13A dans la synthèse des RCPG. Un autre type 
cellulaire pourrait être utilisé pour valider nos résultats en contexte physiologique. Par 
exemple, la lignée cellulaire ostéoblastique MG-63 exprime les récepteurs DP et CRTH2 de 
manière endogène (Gallant et al., 2005). Cependant, une méthode alternative devra être 
utilisée pour détecter les RCPG puisqu’il n’existe pas d’anticorps capable de détecter la 
présence de la protéine exprimée de manière endogène pour la visualisation par 
immunobuvardage. Des essais de liaisons avec un ligand radioactif pour chacun des 
récepteurs seraient une technique de choix dans ce cas-ci.  
Une augmentation d’expression des RCPG est fréquemment accompagnée d’une 
augmentation de l’expression de surface. Nos essais d’ELISA ont permis d’adresser ce 
point. La co-transfection d’ANKRD13A module à la hausse l’expression de surface des 
récepteurs 2AR et CRTH2 (figure 47 et 49). Ces résultats mettent en évidence le rôle 
d’ANKRD13A dans le transport intracellulaire des RCPG. Les mécanismes régulant ces 
évènements sont encore inconnus. Il est possible de penser qu’ANKRD13A favorise le 
transit des récepteurs du RE vers le Golgi. Localisée au RE, ANKRD13A servirait de pont 
entre les RCPG et la machinerie d’exocytose pour permettre une sortie efficace des 
récepteurs vers les voies de transport en amont. Des essais de co-immunoprécipitation 
avec des composantes de la machinerie d’export du RE pourraient être effectués. Par 
exemple, les sous-unités de la protéine COP-II ou ARF1 pourraient servir de cible 
d’interaction puisqu’elles sont impliquées dans la formation des puits tapissés de clathrine 
aux sites de sortie du RE. Il est aussi possible qu’ANKRD13A intervienne dans le processus 
de repliement des récepteurs. Cette hypothèse expliquerait pourquoi nous observons une 
augmentation d’expression des RCPG ainsi qu’un export accru vers la membrane 
plasmique. Les récepteurs bien repliés ne sont plus retenus dans le RE et sont étiquetés 
pour la sortie. Dans ce cas-ci, ANKRD13A pourrait interagir avec des chaperonnes ou des 
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co-chaperonnes connues. Identifier ces chaperonnes potentielles pourrait se faire de 
plusieurs façons. Une expérience de double-hybride avec la protéine ANKRD13A 
permettrait d’identifier des protéines impliquées dans le repliement des RCPG. Ensuite, 
ces interactions pourraient être confirmées par la technique de GST pull-down pour 
confirmer une interaction directe entre les partenaires. Par contre ce système à des 
limites assez importantes. Cette méthode utilise un système bactérien pour exprimer la 
protéine et certaines modifications post-traductionnelles sont absentes. Dans notre cas, 
cette contrainte est problématique puisque le domaine UIM d’ANKRD13A interagit avec 
les molécules ubiquitines et ce genre de modification est absent chez les bactéries (c’est 
plutôt de la pupylation, un analogue procaryote). Alors les partenaires d’interactions 
ubiquitinés d’ANKRD13A ne seront pas détectés par cette méthode. La méthode TAP, telle 
que décrite dans la deuxième partie de cette thèse, serait un choix plus prometteur. Elle 
permet l’utilisation d’un système eucaryote ainsi que l’identification de centaines de 
partenaires d’une grande pureté. 
 
6.3.2 ANKRD13A en tant que régulateur de la dégradation des RCPG? 
 
Nous avons créé 2 mutants de la protéine ANKRD13A dans le but d’identifier les régions 
impliquées dans ses effets sur les RCPG. La figure 50 montre les résultats d’expression des 
récepteurs 2AR et DP suite à la surexpression de ces mutants. ANKRD13A ainsi 
qu’ANKRD13A-UIM stimule l’expression totale des récepteurs 2AR et DP. On observe les 
mêmes effets sur l’expression de surface pour le récepteur 2AR. Par contre, le mutant 
ANKRD13A-ANK ne parvient pas à moduler l’expression totale de ces mêmes récepteurs 
et n’a aucun effet sur le nombre de récepteurs 2AR exprimés à la membrane plasmique. 
Ce résultat nous indique que la portion ankyrine d’ANKRD13A est nécessaire pour la 
promotion des deux types d’expression par la protéine ANKRD13A. Comme les domaines 
ankyrines sont des régions d’interactions entre protéines, nous pensions qu’ANKRD13A 
s’associe aux récepteurs via cette région. Une perte d’interaction entre les RCPG et 
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ANKRD13A expliquerait pourquoi le mutant ANK n’exerce plus les effets observés. Des 
essais de co-immunoprécipitation ont permis de conclure que le mutant ANK conserve sa 
capacité à lier les récepteurs 2AR et DP. Donc, nos observations avec le mutant ANK ne 
sont pas dues à une perte de recrutement aux récepteurs. Il est possible que cette région 
de la protéine ANKRD13A serve de plate-forme de recrutement pour d’autres facteurs 
protéiques qui seraient impliqués dans la régulation de l’expression des RCPG. Des études 
d’identification de partenaires protéiques telles que décrites dans la section précédente 
pourraient élucider cette possibilité. Par exemple la chaperonne Hsc70 est connue pour 
interagir et réguler plusieurs RCPG (voir Introduction). Dans ce contexte, il est intéressant 
de noter que nos résultats préliminaires suggèrent une interaction possible entre 
ANKRD13A et Hsc70. 
Un des partenaires possibles serait la protéine RNF5. Nous avons montré que cette ligase 
protège les récepteurs 2AR et DP contre la dégradation. Elle opère cette fonction en 
ubiquitinant JAMP, permettant ainsi une diminution du recrutement du protéasome et 
augmente ainsi l’expression totale des récepteurs. Nous proposons que la portion 
ankyrine d’ANKRD13A soit la région d’interaction avec RNF5. En perdant cette interaction 
avec le mutant ANK, RNF5 ne serait plus recrutée au récepteur, JAMP ne serait plus 
ubiquitiné et pourrait recruter davantage de protéasomes pour la dégradation des 
récepteurs. Cette hypothèse expliquerait aussi pourquoi le mutant perd sa capacité à 
moduler à la hausse l’expression totale et de surface des RCPG. 
Un des résultats les plus inattendus de cette étude provient des effets produits par le 
mutant UIM. Les figures 49 et 50 montrent la promotion de l’expression totale des 
récepteurs 2AR et DP par ANKRD13A-UIM. Par contre, on observe une perte 
d’interaction importante de ce mutant avec les RCPG (figure 50). Les effets du mutant UIM 
sont aussi ou encore plus grands qu’avec la protéine complète. Il se peut que cette portion 
de la protéine soit une région d’interaction pour d’autres protéines ayant des fonctions 
dans le contrôle qualité ou la dégradation. Comme JAMP est bien connue pour réguler la 
dégradation de différentes protéines au RE, dont les RCPG, nous avons réalisé des essais 
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de co-immunoprécipitation entre JAMP et les mutants d’ANKRD13A. L’interaction entre le 
mutant UIM et JAMP est perdue (figure 51). Ainsi, la perte de recrutement de JAMP aux 
récepteurs 2AR et DP entraîne une diminution de dégradation qui se traduit par une 
augmentation de l’expression totale révélée par immunobuvardage. Malgré la diminution 
d’interaction, ANKRD13A-UIM en surexpression se lierait davantage qu’ANKRD13A 
endogène. L’interaction résiduelle restante du mutant UIM avec les RCPG semble être 
suffisante pour permettre l’export des récepteurs à la surface via l’effet du domaine ANK 
et le recrutement d’autres partenaires encore non identifiés. 
Pris dans leur ensemble, nos résultats suggèrent deux fonctions potentielles pour la 
protéine ANKRD13A. D’une part le domaine ANK serait responsable de la maturation et du 
transport des RCPG dans la voie de synthèse. D’autre part, le domaine UIM aurait des 
fonctions de dégradation via le recrutement de protéines associées au protéasome 
comme JAMP. Tout dépendant des substrats et de l’environnement cellulaire, ANKRD13A 
pourrait avoir des fonctions pro-maturation ou pro-dégradation. Fait intéressant, on 
observe une combinaison de ces deux fonctions dans la figure 50 (panneau de gauche et 
de droite, en bas). Les niveaux d’expressions des deux récepteurs sont plus élevés lorsque 
surexprimés avec le mutant UIM comparativement à la protéine complète. Comment 
relier ces évènements? Dans un premier temps, le domaine ANK augmente l’expression 
des récepteurs via le recrutement de partenaires inconnus. Dans un deuxième temps, le 
domaine UIM ne recrute plus JAMP et augmente davantage l’expression totale via une 
diminution de la dégradation des récepteurs. La génération d’un double mutant où les 
domaines ankyrines et les domaines UIM seraient délétés permettrait d’évaluer plus en 
détail la cinétique d’expression des RCPG. Afin d’établir les fonctions réelles de chacun de 
ces domaines, des expériences de marquage métabolique au 35S (pulse-chase) seraient 
nécessaires. Cette technologie permet de calculer le temps de demi-vie des récepteurs 
nouvellement synthétisés. Cette méthode permettrait de déterminer si l’augmentation 
d’expression des RCPG en présence d’ANKRD13A ou de ses mutants est due à un taux de 




6.3.4 ANKRD13A est-elle une protéine aux propriétés chaperonnes? 
 
Les chaperonnes moléculaires englobent un large groupe de protéines qui lient et 
stabilisent les polypeptides. Ce groupe de protéines peut supprimer l’agrégation protéique 
et faciliter le repliement des protéines dans leur conformation native inhérente à leur 
séquence primaire. Plusieurs raisons portent à croire que la protéine ANKRD13A ait des 
propriétés de chaperonne ou de co-chaperonne. Tout d’abord, ANKRD13A augmente 
l’expression de RCPG. Contrairement à RNF5, ANKRD13A augmente l’expression de 
surfaces des RCPG. De plus, elle est localisée au RE, un endroit propice pour s’associer aux 
protéines transmembranaires en repliement. Elle amènerait les RCPG vers la dégradation 
via son domaine UIM (résultat à confirmer). ANKRD13A n’a aucun effet sur les protéines 
cytosoliques que nous avons testées (données non montrées). Les chaperonnes (par 
exemple Hsp/c70, Hsp90) ainsi que les les co-chaperonnes (Hsp40) favorisent à la fois 
l’expression et la dégradation des protéines. L’étude des fonctions de chacun des 
domaines d’ANKRD13A qui ont été identifiés dans la section précédente sera nécessaire 
pour discriminer son rôle physiologique. 
La nature des interactions entre les chaperonnes, co-chaperonnes, ubiquitines ligases et 
leur substrat dictent la destinée d’une protéine en voie de repliement. La protéine 
ANKRD13A pourrait se trouver au cœur d’un complexe de régulation permettant le 
repliement de protéines transmembranaires, la détection de mutations ou autres défauts 
et/ou la dégradation. Ce genre de réseau de contrôle de qualité a déjà été identifié pour la 
protéine CFTR, mais non dans le cas des protéines de la famille des RCPG. Le repliement 
de CFTR est facilité par une cohorte de chaperonnes luminales et cytosoliques tel que 
Hsp70, Hsc70, Hsp40, Hsp90, calnexine, ubiquitines ligases et plusieurs autres. Les 
chaperonnes cytosoliques résidant à l’intersection des voies de repliements et des voies 
de dégradation des protéines transmembranaires. Par exemple la chaperonne Hsc70, 
localisée à la face cytosolique du RE, s’associe à la cochaperonne Hdj-2 (Human Dnaj 2) et 
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facilite les étapes précoces dans l’assemblage de CFTR. (Suzuki et al., 2004). Dans le même 
ordre d’idée, la coexpression de Hdj-1 et Hsp70 stabilise la conformation de CFTR 
(Moriyoshi et al., 2004).  
Paradoxalement, ces mêmes chaperonnes qui facilitent les étapes de repliement de CFTR 
jouent un rôle direct dans la dégradation. L’ubiquitine ligase CHIP (C-terminus of Hsp70 
Interacting Protein) interagit avec Hsc70 pour détecter l’état de repliement de CFTR et 
étiquette les formes aberrantes pour la dégradation protéasomale par la promotion de 
leur ubiquitination (Cooray et al., 2011). CHIP agit donc comme cochaperonne qui 
convertie Hsc70 d’une protéine facilitant le repliement en facteur de dégradation 
impiquée dans le contrôle qualité des protéines transmembranaires. Une nouvelle Hsp40 
associée au RE, DNAJB12, joue un rôle dans l’efficacité de repliement de CFTR. DNAJB12 
coopère avec Hsc70 et l’ubiquitine ligase RNF5 pour cibler CFTR et CFTRΔF508 pour la 
dégradation (Roy et al., 2013). Il est maintenant clair que la diversité des partenaires 
d’interaction avec les chaperonnes module leurs fonctions et dicte la destinée des 
protéines.  
 
Nous avons caractérisé ANKRD13A comme protéine ayant des fonctions pro-repliement et 
possiblement pro-dégradation. De plus, des essais de co-immunoprécipitation nous ont 
permis d’identifier ANKRD13A comme partenaire d’interaction avec Hsc70 (figure 53). À la 
lumière de ces observations, serait’il possible qu’ANKRD13A s’associe à Hsc70 ainsi qu’à 
différentes cochaperonnes (Hsp40) pour réguler la stabilité ou la dégradation des RCPG? 
Les RCPG ont une structure complexe. Ils sont composés de 7 domaines 
transmembranaires, 3 boucles intracellulaires ainsi qu’une queue C-terminale. Plusieurs 
partenaires sont donc nécessaires pour permettre le repliement et l’assemblage de ces 
récepteurs. Tout comme CFTR, il serait facile d’imaginer une cinétique de repliement 
impliquant plusieurs facteurs, et ce, à différentes étapes du processus. Tout dépendant de 
la nature de l’interaction avec Hsc70 et une co-chaperonne, ANKRD13A pourrait diriger le 
RCPG vers une voie de repliement ou vers une voie de dégradation (Figure 56). Dans le but 
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d’identifier les co-chaperonnes impliquées dans le repliement ou la dégradation des RCPG, 
des essais d’immunoprécipitation pourraient être réalisés suivi par la détection de 
partenaires par immunobuvardage. Suite à l’identification d’un nouveau partenaire 
d’interaction, comme une Hsp40, des essais en cellules (surexpression et siRNA) 
pourraient être menés pour confirmer ou infirmer leur fonction sur la 
stabilité/dégradation des RCPG. Il serait très intéressant d’étudier le rôle d’ANKRD13A sur 
la modulation des fonctions et interactions entre les RCPG et les 
chaperonnes/cochaperonnes. Par exemple, des essais de co-immunoprécipitation pourrait 
être effectués afin d’évaluer le niveau de recrutement d’une chaperonne (Hsc70) à un 
RCPG, en présence ou non d’ANKRD13A.  Cette expérience permettrait de déterminer si 
ANKRD13A peut moduler la formation d’un complexe protéique. De manière 
complémentaire, les niveaux d’expressions des RCPG pourraientt être quantifiés et il 
serait possible de déterminer si les chaperonnes et cochaperonnes ont un effet sur la 
stabilité des RCPG. À ce jour, très peu d’études ont permis d’identifier des chaperonnes ou 
des co-chaperonnes impliquées dans la régulation des RCPG. Des études visant à 
caractériser ces interactions sont présentement à l’étude dans le laboratoire et devrait 
permette d’identifier un nouveau niveau de complexité dans la régulation des RCPG.  
L'identification de protéines interagissant avec la grande famille des RCPG permettra une 
meilleure compréhension des mécanismes de régulation de ceux-ci. N'étant que tout 
récemment identifiée, il reste encore beaucoup de travail à effectuer afin de déterminer 
le rôle et les caractéristiques de la protéine ANKRD13A. Ce projet offre donc de 
nombreuses possibilités d'exploration et d'innovation. L'interaction entre cette protéine 
et un GPCR n'a pas encore été rapportée. La caractérisation de cette protéine permettra 
de mieux comprendre le mode d'action de cette famille de récepteurs membranaires. 
ANKRD13A semble réguler le routage et l'expression des GPCRs et devrait se révéler par 
conséquent d'une grande importance dans la compréhension des mécanismes de 





Figure 577  Résumé des travaux du chapitre 3 
Notre modèle propose que l’expression des RCPG est régulé par l’interaction des 
protéines JAMP et ANKRD13A. La nature de ces interactions faciliterait le repliement ou la 
dégradation des récepteurs. JAMP diminue l’expression des RCPG en recrutant la 
machinerie protéasomale. ANKRD13A s’associerait à la chaperonne Hsc70 et des co-
chaperonnes de la famille Hsp40 pour régulé, à la hausse ou à la baisse, l’expression des 
récepteurs. 
 
6.3.3 Formes protéiques d’ANKRD13A 
 
L’addition et le retrait de divers groupements fonctionnels sur une protéine amplifient la 
diversité biochimique et structurelle des protéines au-delà de leur séquence primaire. Les 
modifications incluent la glycosylation, l’attachement de lipides, la phosphorylation, la 
formation de ponts disulfures, l’attachement de cofacteurs et le clivage protéolytique. Ces 
modifications altèrent la régulation protéique, la stabilité, la localisation et les fonctions 
des protéines. Dû au grand nombre de ces diverses modifications, la prédiction d’une 
modification n’est pas possible en se basant uniquement sur sa séquence en acides 
aminés. On observe deux bandes majeures sur tous les résultats d’immunobuvardage de 
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la protéine ANKRD13A. Une forme mineure à 75 kDa et une forme majeure à environ 85 
kDa. Ces formes représentent la forme non modifiée et la forme monoubiquitinée, 
respectivement (Tanno et al., 2012). De plus, on observe d’autres petites bandes de part 
et d’autre des bandes mineures et majeures. Il se pourrait que ces formes soient des 
formes clivées d’ANKRD13A. Ce genre de modification a été caractérisée pour la protéine 
ANKRD13C (Parent et al., 2010). On ne peut écarter l’hypothèse des modifications de 
faibles masses moléculaires comme la phosphorylation. Des études plus poussées seront 
nécessaires pour identifier toutes ces formes. Nos résultats de co-immunoprécipitation 
(figure 50) laissent supposer que la forme majeure ubiquitinée serait celle qui est 
majoritairement liée aux RCPG. Comme plusieurs autres protéines possédant le domaine 
UIM, la monoubiquitination ne se produit pas lorsque les domaines UIM sont délétés 
(Polo et al., 2002). Cette observation expliquerait pourquoi nous observons une perte 







Les RCPG sont impliqués dans une multitude de processus physiologiques comme 
l’olfaction, la vision, la perception de la douleur, les fonctions cardiaques et la 
neurotransmission. Leur régulation implique l’action d’une grande variété de facteurs qui 
influencent l’activité de cette famille de récepteurs. Les travaux présentés dans cette 
thèse ont mis en évidence le rôle de plusieurs complexes protéiques impliqués dans la 
synthèse, le transport, l’internalisation et le recyclage de plusieurs RCPG. Nous avons 
montré que l’internalisation et le recyclage de CRTH2 sont régulés par un motif PDZ 
interne, mais aussi par GRK2, GRK5, PKC et arrestine. Nous avons également caractérisé 
un nouveau mécanisme de contrôle de qualité pour les récepteurs 2AR et DP par 
l’intermédiaire des protéines RNF5 et JAMP. De plus, nous avons identifié un nouveau 
partenaire d’interaction des RCPG, ANKRD13A, et nous explorons présentement l’effet de 
cette protéine sur la régulation des récepteurs.  
Il est maintenant évident que les erreurs de repliement et de localisation des RCPG sont 
les causes d’un grand nombre de maladies comme la rétinite pigmentaire, 
l’hypogonadisme hypogonadotropique ou le diabète insipide néphrogénique.  Par 
conséquent, l'étude des mécanismes qui sont responsables de ces défauts cellulaires est 
d’une importance capitale dans le but de développer de nouvelles approches 
thérapeutiques. Il est maintenant bien établi que les fonctions des RCPG sont influencées 
par leurs partenaires d’interaction. L’identification et la caractérisation de ces nouvelles 
interactions permettront de mieux comprendre les modes de régulation de ces récepteurs 
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